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A determinação da concentração plasmática de metformina e dos inibidores do 
cotransportador renal de sódio e glicose 2 (canagliflozina, dapagliflozina e 
empagliflozina) é essencial para que estudos farmacocinéticos, de bioequivalência e 
também o monitoramento terapêutico sejam realizados para tais fármacos. Assim, o 
presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um método CLAE-
EM/EM para a quantificação simultânea desses medicamentos em plasma humano. 
As análises foram realizadas utilizando o Sistema de CLAE Agilent 1200 acoplado a 
um espectrômetro de massas sequencial triplo Quadrupolo com API (Applied 
Biosystems API 3200), provido de ionização por eletrospray no modo de ionização 
positivo. Após a precipitação de proteínas do plasma com acetonitrila contendo 0,1% 
de ácido fórmico, foi realizada a separação cromatográfica na coluna Xbridge C18, 
com fase móvel constituída por gradiente de água e acetonitrila, ambos contendo 1 
mM de formiato de amônio e 0,1% de ácido fórmico. A quantificação dos analitos foi 
realizada através do modo de monitoramento de reações múltiplas com as 
transições m/z 130,1 → 71,1 para metformina, m/z 462,0 → 191,2 para 
canagliflozina, m/z 426,1 → 167,1 para dapagliflozina e m/z 468,0 → 354,9 para 
empagliflozina. O método desenvolvido apresentou ótimo coeficiente de correlação, 
superior a 0,99 para todos os analitos, além disso, em mais de 75% dos pontos 
considerados para a curva de calibração foi obtida exatidão. Os intervalos da curva 
de calibração foram 25-5000 ng.mL-1 para a canagliflozina e metformina, 10-400 
ng.mL-1 para a dapagliflozina e 15-1000 ng.mL-1 para a empagliflozina. A 
recuperação dos analitos foi satisfatória, variando entre 67,12 e 95,20% com CV 
inferior a 10%. O método apresentou precisão e exatidão com CV e erro padrão 
relativo inferiores a 20% para resultados correspondentes ao LIQ e inferiores a 15% 
para os demais pontos. Amostras de plasma de voluntários em que os 
medicamentos foram administrados foram analisadas e através da construção das 
curvas farmacocinéticas demonstrou-se a aplicação do método. Portanto, o método 
validado provou ser adequado para a quantificação simultânea de metformina, 
canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina e pode ser utilizado em estudos 
farmacocinéticos, de bioequivalência e também no monitoramento terapêutico. 




Determination of plasma concentration of metformin and sodium-glucose 
cotransporter-2 inhibitors (canagliflozin, dapagliflozin and empagliflozin) is essential 
for pharmacokinetics and bioequivalence studies and therapeutic monitoring to be 
performed for such drugs. Therefore, the present work aimed to develop and validate 
a HPLC-MS/MS method for simultaneous quantification in human plasma of these 
drugs. The analyses were performed using Agilent 1200 HPLC System coupled to an 
Applied Biosystems API 3200 Triple Quadrupole MS/MS, provided with electrospray 
ionization in positive ion mode. After protein precipitation of plasma with acetonitrile 
containing 0.1% formic acid, the chromatographic separation was achieved in 
Xbridge C18 column, with a mobile phase consisting of a gradient of water and 
acetonitrile, both containing 1 mM ammonium formate and 0.1% formic acid. 
Quantification was performed for multiple reaction monitoring mode using m/z 
130.1→71.1 for metformin, m/z 462.0→191.2 for canagliflozin, m/z 426.1→167.1 for 
dapagliflozin and m/z 468.0→354.9 for empagliflozin. The proposed method 
presented a good correlation coefficient, greater than 0.99 for all analytes, and 
accuracy was obtained in more than 75% of the points considered for the calibration 
curve. The calibration curve intervals were 25-5000 ng.mL-1 for canagliflozin and 
metformin, 10-400 ng.mL-1 for dapagliflozin and 15-1000 ng.mL-1 for empagliflozin. 
The recovery of the analytes was satisfactory, varying between 67.12 and 95.20% 
with CV lower than 10%. The method presented precision and accuracy with 
oefficient of variation and relative standard error lower than 20% for results 
corresponding to LLOQ and lower than 15% for the other points. Plasma samples of 
volunteers in which the drugs were administered were analyzed and through the 
construction of the pharmacokinetic curves the application of the method was 
demonstrated. Therefore, the validated method was suitable for the simultaneous 
quantification of metformin, canagliflozin, dapagliflozin and empagliflozin and may be 
used in pharmacokinetic and bioequivalence studies and also in clinical monitoring. 
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      Nos últimos cinco anos, uma nova classe de antidiabéticos orais foram 
aprovados, oferecendo inovação no tratamento do diabetes mellitus tipo 2. Os 
representantes desta classe, aprovados pelo FDA, incluem a canagliflozina, 
dapagliflozina e empagliflozina cuja ação é a inibição de um transportador renal, 
aumentando a eliminação da glicose na urina e reduzindo sua concentração 
plasmática. Com base nesse mecanismo, os medicamentos foram classificados 
como inibidores do cotransportador renal de sódio-glicose 2 (iSGLT2), também 
denominados como gliflozinas (VIVIAN, 2015; GALLWITZ, 2016).   
      A meta recomendada para pacientes diabéticos consiste na glicemia capilar pré-
prandial de 80-130 mg.dL-1, pós-prandial <180 mg.dL-1 e hemoglobina glicada (A1C) 
<7%. Nesse sentido, os iSGLT2 mostraram resultados promissores, além de 
melhorar a redução de peso e a pressão arterial. Entretanto, é importante que a 
função renal não esteja comprometida para que os medicamentos sejam efetivos 
(SINGH; KAUR; SHARMA, 2015; GALLWITZ, 2016; ADA, 2017). 
      Em 2016, Shyangdan e colaboradores realizaram uma meta-análise em rede 
sobre o iSGLT2 (canagliflozina, dapagliflozina, empagliflozina, luseogliflozina e 
tofogliflozina). Para todos os fármacos, ocorreu a redução de A1C para menos de 
7% em um maior número de diabéticos do que no grupo placebo. Os resultados 
mais significativos foram obtidos com a canagliflozina 300 mg, canagliflozina 100 mg 
e dapagliflozina 10 mg, sendo que a última não diferiu dos demais medicamentos 
analisados, o intervalo de administração foi de 24 horas para todos. Além disso, eles 
reduziram o peso e a pressão arterial em comparação ao placebo. No entanto, não 
foi observada diferença significativa entre os fármacos (SHYANGDAN; UTHMAN; 
WAUGH, 2016). 
      As principais diretrizes para o tratamento do diabetes recomendam que o 
tratamento de primeira escolha seja a metformina, contudo, quando a meta 
terapêutica não é alcançada, orienta-se a associação com outra classe terapêutica, 
destacando-se os iSGLT2. Shyangdan e colaboradores (2016) avaliaram essa 
associação comparando o grupo placebo (somente a metformina) com os grupos 
tratados com metformina e um dos representantes da classe  iSGLT2 
(canagliflozina, dapagliflozina, empagliflozina e ipragliflozina). Os resultados 
concordaram com as recomendações, todas as gliflozinas testadas associadas à 
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metformina reduziram a A1C para menos de 7% e diminuiram o peso e a pressão 
arterial em voluntários diabéticos em comparação ao placebo. No entanto, os 
medicamentos não apresentaram diferença significativa entre eles (SHYANGDAN; 
UTHMAN; WAUGH, 2016; ADA, 2017). 
      Especialmente nesses casos de terapias combinadas, estudos farmacocinéticos 
e monitoramento terapêutico têm uma contribuição relevante para a eficácia dos 
tratamentos. Para a existência desses estudos, são necessários métodos 
bioanalíticos validados. Na literatura, poucos estudos/publicações sobre o 
desenvolvimento de métodos de quantificação da canagliflozina, dapagliflozina e 
empagliflozina em plasma são encontrados. Além disso, a maioria utilizou plasma de 
ratos como matriz, havendo somente um estudo que quantificou a canagliflozina em 
plasma humano por CLAE com detector de fluorescência. Ainda, nenhuma 
publicação quantifica simultaneamente essas gliflozinas e metformina em plasma 
humano (KANG; LEE, 2009; AUBRY et al., 2010; IQBAL et al., 2014; IQBAL et al., 
2015; BOULTON et al., 2016). 
      Portanto, considerando as vantagens proporcionadas por um método bioanalítico 
simultâneo, como redução de custo e tempo de análise, além da possibilidade de 
desenvolvimento de diferentes estudos futuros como os farmacocinéticos, de 
monitoramento terapêutico e de bioequivalência, este trabalho visa desenvolver um 
método bioanalítico validado para identificar e quantificar, simultaneamente, 





2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Desenvolver e validar um método bioanalítico utilizando a cromatografia líquida 
de alta eficiência (CLAE) acoplada à espectrometria de massas sequencial (EM/EM) 
para identificar e quantificar simultaneamente os inibidores de SGLT2 
(canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina) e a metformina em plasma humano. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Realizar uma revisão sistemática dos métodos de quantificação da 
canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina presentes na literatura e tabelar 
as informações analíticas encontradas; 
 Padronizar os parâmetros analíticos espectrométricos e cromatográficos das 
substâncias, adequando-os para um método único que contemple a 
quantificação de todos esses analitos simultaneamente; 
 Definir a técnica mais adequada para o tratamento das amostras; 
 Validar o método desenvolvido; 
 Aplicar o método validado em amostras de plasma de pessoas que fizeram 
uso dessas substâncias na forma isolada ou combinada.  
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      O diabetes é uma doença com distribuição cosmopolita e a maioria das regiões 
tem reportado o aumento contínuo do número de casos, sendo a sua maioria (mais 
de 90-95%) classificada como diabetes mellitus tipo 2 (DM2). A região que 
apresenta a maior quantidade de adultos diabéticos é a do Pacífico Ocidental, que 
se deve principalmente a sua elevada densidade demográfica (IDF, 2017).  
      Estima-se que o continente africano apresenta o maior número de casos sem 
notificação, o que contribui para a região apresentar o menor número de diabéticos. 
Além disso, a baixa urbanização; o número mínimo de obesos, a população 
majoritariamente subnutrida e o elevado número de doenças transmissíveis 
contribuem para essa estimativa (IDF, 2015; 2017). 
Em 2017, o número de pessoas diabéticas, entre 20 e 79 anos, se distribuiu da 
seguinte forma em cada região do mundo: 46 milhões na América do Norte e região 
do Caribe; 26 milhões na América do Sul e América Central; 58 milhões na Europa; 
39 milhões no Oriente Médio e norte da África; 16 milhões em outras partes da 
África; 159 milhões no Pacífico Ocidental e 82 milhões no sudoeste da Ásia. 
Resultando assim, em um total de 425 milhões de adultos diabéticos no mundo e as 
estimativas indicam um aumento de 48% até 2045 (FIGURA 1) (IDF, 2017).  
Atualmente, a doença acomete principalmente o sexo masculino quando 
considera-se a idade de 20 a 69 anos; Contudo esta relação é alterada a partir dos 
70 anos, em que há um maior número de mulheres diagnosticadas.  
Apesar dos dados citados se reportarem apenas a adultos, é crescente o 
número de notificações de crianças e adolescentes diabéticos (SBD, 2014-2015; 
IDF, 2017).  Nesses casos, o tipo clínico prevalente é o diabetes mellitus tipo 1 
(DM1). No entanto, o número de crianças com DM2 também tem aumentado em 
diversas regiões do mundo e apesar dessas razões não estarem bem definidas, 
acredita-se que seja uma consequência do maior desenvolvimento econômico, do 
urbanismo, das dietas menos saudáveis e das atividades físicas menos frequentes. 
O DM2 na infância tem potencial para desencadear um problema de saúde pública 
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global e gerar consequências graves, assim é muito importante que investigações 
epidemiológicas sobre essa doença, nesse tipo de população, sejam realizadas 
(SBD, 2014-2015; IDF, 2015). 
No Brasil existem poucos estudos envolvendo o DM2 na infância e adolescência. 
Em 2005, foram avaliados 100 adolescentes com antecedentes familiares para DM2 
e outros fatores de risco, porém não foram encontrados adolescentes com DM2 no 
grupo analisado (DA SILVA et al., 2005; SBD, 2014-2015). Entretanto, a quantidade 
de adultos diabéticos nesse país é alarmante e nesse grupo prevalece o DM2. O 
Brasil encontra-se na quarta posição entre os países com maior número de 
portadores dessa doença com 12,5 milhões de casos. No quesito gastos públicos de 
saúde relacionados ao diabetes, ele ocupa a sexta colocação com um total de 24 
bilhões de dólares gastos anualmente (IDF, 2017).  
Atualmente, já é possível afirmar que o diabetes e suas complicações são as 
maiores causas de morte precoce em muitos países. Em 2017, 4 milhões de 
pessoas na faixa etária de 20 a 79 anos faleceram devido a complicações do 
diabetes (IDF, 2017). 
O mais impressionante dessa consequência extrema do diabetes, tanto no Brasil 
quanto no mundo, é que o tratamento correto poderia controlar facilmente essa 
doença, proporcionando boa qualidade e expectativa de vida para o paciente. 
Porém, não é isso o que a epidemiologia tem revelado (SBD, 2014-2015; ADA, 
2017; IDF, 2017). 
Os dados epidemiológicos são muito relevantes, pois permitem traçar um perfil 
do diabético. Essas informações tem revelado que a tolerância à glicose diminuída é 
um fator que aumenta fortemente o risco de desenvolver o DM2, além disso, ela 
também está correlacionada ao desenvolvimento de doença cardiovascular. Estima-
se que 6,7% dos adultos no mundo possuem tolerância a glicose diminuída e 
metade desses adultos tem menos de 50 anos. A maioria dessas pessoas, 69,2%, 
residem em países de baixa e média renda. Outro fator de risco importante para 
desenvolver o DM2 é o tratamento inadequado ou a falta dele no diabetes 
gestacional, os dados indicam que os riscos de adquirir futuramente o DM2 estão 
aumentados tanto para a mãe quanto para o filho. Conhecendo essas características 




Além disso, as informações epidemiológicas citadas, ao revelarem a 
preocupante situação do elevado número de diabéticos no Brasil e no mundo e os 
custos gerados por eles na saúde pública, corroboram para justificar este trabalho.  
 
FIGURA 1. NÚMERO DE DIABÉTICOS POR REGIÃO NO MUNDO 
 





3.1.2 Classificação Etiológica 
 
      O  Diabetes mellitus é uma doença endócrina crônica, caracterizada por diversas 
desordens metabólicas, incluindo a hiperglicemia. Essas alterações metabólicas 
ocorrem devido a problemas na secreção e/ou na ação de um hormônio denominado 
insulina. Esse hormônio promove a internalização da glicose, que passa da corrente 
sanguínea para o interior das células, aonde será utilizada para produzir energia. 
Assim alterações envolvendo esse hormônio promovem o excesso de glicose no 
sangue e resulta em problemas de saúde (SBD, 2014-2015; IDF, 2015; ADA, 2017).  
      Segundo a diretriz “Standards of Medical Care in Diabetes” da American 
Diabetes Association’s (ADA’s) e a diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes, em 
2015, essa patologia é classificada em quatro tipos clínicos, de acordo com a causa 
da doença, são eles:  diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2, diabetes 
mellitus gestacional e outros tipos específicos. 
 
3.1.2.1 Diabetes mellitus tipo 1 
 
      Nesse tipo clínico há uma deficiência na quantidade de insulina devido a uma 
destruição das células betapancreáticas. Geralmente a causa é autoimune, ou seja, 
os anticorpos do próprio organismo reconhecem essas células e as destroem, mas a 
causa é desconhecida. Quando não há evidências de processo autoimune, como a 
ausência dos marcadores de autoimunidade (autoanticorpos anti-insulina; 
antidescarboxilase do ácido glutâmico, GAD 65; antitirosinafosfatases, IA2 e IA2β; e 
antitransportador de zinco 8, ZnT8), considera-se que a DM1 tem origem idiopática 
(SBD, 2014-2015; ADA, 2017). 
      O DM1 está presente em 5-10% dos casos de diabetes e acomete mais as 
crianças e os adolescentes. Do total de casos de diabetes na infância, o tipo 1 
corresponde a 90%. Essa doença geralmente se desenvolve subitamente, 
produzindo os sintomas clássicos de forma contundente, estes incluem sede 
excessiva, boca seca, excreção de urina com maior frequência, falta de energia, 
cansaço extremo, fome constante, perda de peso repentina e visão borrada, a 
cetoacidose também pode ocorrer nos primeiros sintomas desse tipo clínico de 
diabetes (SBD, 2014-2015; IDF, 2015; ADA, 2017). 
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      Quando há dúvidas entre o diagnóstico do tipo 1 ou 2, a identificação dos 
marcadores autoimunes pode ser requerida, apesar de estarem ausentes na DM1 
idiopática. Além disso, o DM2 está mais associado ao sobrepeso, dislipidemia, 
hipertensão, baixo HDL (lipoproteína de alta densidade) e a pessoas acima de 40 
anos do que o DM1. Além disso, normalmente não é possível controlar o DM1 sem o 
uso da insulina (SBD, 2014-2015; IDF, 2015; ADA, 2017). 
 
3.1.2.2 Diabetes mellitus tipo 2 
 
      Admite-se que essa forma clínica de diabetes não tem uma causa única e é 
difícil estabelecer quais seriam essas causas, pois alterações em muitas rotas 
metabólicas complexas tem relação com essa doença. No entanto, está bem 
estabelecida a ocorrência da resistência à insulina e a evolução para defeitos na 
secreção desse hormônio quando a hiperglicemia é detectada. Sabe-se também que 
a destruição de células betapancreaticas por autoanticorpos não acontece e que as 
causas dos outros tipos clínicos de diabetes não se aplicam ao DM2. Essa 
abrangência nas causas desse tipo clínico contribui para a sua elevada prevalência 
frente às outras classificações de diabetes (SBD, 2014-2015; ADA, 2017). 
      O fator de risco mais significativo para o desenvolvimento do diabetes é o 
sobrepeso ou a obesidade e nos casos de peso normal, o excesso de gordura 
localizada na região abdominal. Estes já foram correlacionados à diminuição da 
resistência à insulina, que é o estágio anterior ao desenvolvimento do diabetes. E 
outros fatores como histórico familiar, diabetes gestacional no passado e o avanço 
da idade associados a um dos fatores anteriores, contribuem fortemente para o 
desenvolvimento do DM2 (IDF, 2015; ADA, 2017).  
      Alguns dos sinais e sintomas apresentados por pacientes acometidos pelo DM2 
são os mesmos apresentados pelos que possuem DM1, como sede em excesso, 
excreção de urina com maior frequência e visão borrada. Porém, no DM2 a perda de 
peso não é repentina e os demais sintomas vão aparecendo de maneira gradual e 
não abrupta como no DM1. Ainda, no DM2 a cetoacidose ocorre principalmente 
associado a outros fatores como infecção e estresse. E geralmente, há diferenças 
no biotipo físico entre pacientes com DM1 e DM2, já citadas no item anterior 
(3.1.2.1) (IDF, 2015; ADA, 2017). 
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      Ao contrário dos portadores de DM1, o tratamento no DM2 não requer 
necessariamente insulina exógena. Normalmente o tratamento é de acordo com a 
intensidade da hiperglicemia e com os valores de hemoglobina glicada (A1C). As 
diretrizes recomendam uma sequência de tratamento em que nos casos mais 
simples inicia-se com a terapia não farmacológica, evoluindo para a farmacológica 
com antidiabéticos orais caso necessário e, em seguida, com a insulina nos casos 
mais complexos (BAILEY, 2013; SBD, 2014-2015; HANDELSMAN et al., 2015; ADA, 
2017). 
      O surgimento de complicações micro e macrovasculares, como retinopatias e 
problemas renais são mais comuns em pacientes com DM2, justamente pela maior 
lentidão no diagnóstico da doença. Além disso, o tratamento inadequado contribui 
significativamente para o surgimento dessas comorbidades (NATHAN et al., 2009; 
HANDELSMAN et al., 2015; IDF, 2015; SBD, 2015; ADA, 2017).  
As sérias consequências decorrentes do diabetes e prevalentes no DM2, 
associadas ao maior número de casos de DM2, em comparação aos demais tipos 
clínicos, justificam a escolha do DM2 como foco deste trabalho. Dessa forma, sua 
fisiopatologia, suas complicações e tratamento serão melhor abordados 
posteriormente, em itens específicos. 
     
3.1.2.3 Diabetes mellitus gestacional 
 
      Considera-se diabetes mellitus gestacional qualquer intolerância a glicose com 
início ou diagnóstico durante a gestação, ressalvado quando a gestante, na primeira 
consulta do pré-natal, já é uma paciente de alto risco e preenche os critérios para 
diabetes fora da gestação, pois nesse caso o diagnóstico é DM2 (SBD, 2014-2015). 
      Com relação ao diagnóstico desse tipo clínico, não há um consenso, a (TABELA 






TABELA 1. DIAGNÓSTICO DE DIABETES GESTACIONAL BASEADO NO TESTE ORAL DE 
TOLERÂNCIA A GLICOSE (TOTG) COM INJESTÃO DE 75g DE GLICOSE DE ACORDO COM OS 
CRITÉRIOS DE DIFERENTES INSTITUIÇÔES. 
Condição Critérios considerados pela OMS** 
Critérios considerados 
pela NIH* 
Critérios considerados pela 
International Association 
of the Diabetes and Pregnancy 
Study Groups** 
IADPSG, ADA, SBD 
Jejum 92-125 mg/dL 95 mg/dL 92 mg/dL 
1h 180 mg/dL 180 mg/dL 180 mg/dL 
2h 153-199 mg/dL 155 mg/dL 153 mg/dL 
FONTE: Sociedade Brasileira de Diabetes 2014-2015. *Dois valores alterados confirmam o 
diagnostico; ** Um valor alterado confirma o diagnostico. OMS: Organizacao Mundial da Saude; NIH: 
National Institute of Health/USA; ADA: American Diabetes Association; SBD: Sociedade Brasileira de 
Diabetes. 
 
      O diabetes gestacional traz diversos riscos à saúde da mãe e do bebê. Assim 
como o DM2, o diabetes gestacional está relacionado à resistência à insulina e a 
diminuição na secreção desse hormônio e, dentre outras consequências, ocorre a 
elevação da glicose plasmática. Esta é responsável por aumentar o risco do bebê 
nascer com sobrepeso (≥ 4,5 kg), da mãe apresentar pré-eclâmpsia, de acontecer 
parto prematuro e a necessidade de  cesária (BUCHANAN; XIANG, 2005; SBD, 
2014-2015). 
      Os fatores de risco para desenvolver o diabetes gestacional incluem obesidade, 
história pregressa dessa doença, histórico familiar de diabetes, idade materna 
avançada, síndrome do ovário policístico, sedentarismo e exposição a agentes 
tóxicos (BUCHANAN; XIANG, 2005; KHARROUBI; DARWISH, 2015; ADA, 2017).  
 
3.1.2.4 Outros tipos específicos  
 
      Estão associadas a essa classificação causas específicas de diabetes mellitus e 
que são pouco comuns, como defeitos genéticos na ação da insulina, doenças do 
pâncreas exócrino e outras condições que estão apresentadas na (TABELA 2) 





TABELA 2. OUTROS TIPOS ESPECÍFICOS DE DIABETES mellitus.  
Defeitos genéticos na 
função das células beta   
Defeitos genéticos na 
ação da insulina 
Doenças do pâncreas 
exócrino Endocrinopatias 
MODY 1 (defeitos no 
gene HNF4A) 
Resistência à insulina 
do tipo A Pancreatite Acromegalia 
MODY 2 (defeitos no 





MODY 3 (defeitos no 
gene HNF1A) 
Síndrome de Rabson-
Mendenhall Neoplasia Endocrinopatias 
MODY 4 (defeitos no 
gene IPF1) DM lipoatrófico Fibrose cística Glucagonoma 
MODY 5 (defeitos no 
gene HNF1B) Outros 
Pancreatopatia 
fibrocalculosa Feocromocitoma 
MODY 6 (defeitos no 
gene NEUROD1)   Outros Somatostinoma 
Diabetes Neonatal 
Transitório     Aldosteronoma 
Diabetes Neonatal 
Permanente     Outros 
DM mitocondrial       
















Ácido nicotínico Outros Outros Síndrome de Turner 
Glicocorticoides     Síndrome de Wolfram 
        
Hormônio tireoidiano                Ataxia de Friedreich 
Diazóxido                 Coreia de Huntington 
Tiazídicos              Distrofia miotônica 
Interferon     
         Síndrome de 
Prader-Willi 
Outros              Outros 
FONTE: Sociedade Brasileira de Diabetes (2014-2015). DM: diabetes mellitus, MODY: maturity onset 




      O diabetes geralmente progride de maneira lenta até as complicações mais 
severas, principalmente o DM2. Visando a minimizar essas complicações o ideal é a 
realização do diagnóstico precoce. Contudo, os sinais e sintomas que causam 
preocupação às pessoas a ponto de fazê-las entrar em contato com os profissionais 
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de saúde, já são resultado de um estado mais avançado da doença, que é 
responsável por gerar maiores complicações. Assim, torna-se difícil tratar essa 
patologia no estágio inicial. Essa característica justifica o contraste entre o diabetes 
ser controlável, mas ao mesmo tempo, existir tantas pessoas com várias 
complicações devido a essa doença e tantas mortes relacionadas a ela (SBD, 2014-
2015; IDF, 2015; ADA, 2017). 
       Para o diagnóstico precoce é necessário a realização habitual do exame de 
glicemia de jejum, pois assim, é possível identificar e tratar precocemente no estágio 
de tolerância à glicose diminuída, fase anterior ao estabelecimento do diabetes(SBD, 
2014-2015; IDF, 2015; ADA, 2017). 
      Identificar a doença logo no início é fundamental para que o tratamento seja 
definido rapidamente e para que as complicações possam ser evitadas. A diretriz 
Standards of Medical Care in Diabetes da American Diabetes Association’s (ADA’s) 
já estabeleceu um consenso, definindo os fatores de risco para a realização habitual 
do exame de glicemia de jejum (ADA, 2017).  
      Esta considera que, além do indivíduo estar com sobrepeso (IMC = 25 Kg/m2), 
ele tenha algum outro fator, como inatividade física, primeiro grau de parentesco 
com um diabético, hipertensão (maior ou igual a 140/90 mmHg ou fazendo terapia 
para hipertensão), colesterol HDL menor que 35 mg/dL e ou triglicerídeos acima de 
250 mg/dL, mulheres que tenham filhos nascidos com mais de 4Kg, mulheres com a 
síndrome do ovário policístico, hemoglobina glicada (A1C) maior ou igual a 5,7% ou 
histórico de doença cardiovascular. Também recomenda que todos acima de 45 
anos, especialmente se tiverem sobrepeso ou obesidade, realizem o teste e afirma 
que os exames devem ser repetidos, pelo menos, a cada 3 anos e que dependendo 
dos resultados esse intervalo deve ser diminuído (ADA, 2017). 
      Além disso, essa diretriz define os critérios de diagnóstico do diabetes com base 
nos estágios decorrentes da resistência a ação da insulina e disfunção das células 
beta, eles incluem a tolerância à glicose diminuída e a glicemia de jejum alterada. A 
Organização Mundial de Saúde e a Sociedade Brasileira de Diabetes estão em 
concordância com esses critérios. Os limites estabelecidos para esses estágios 
estão definidos na (Tabela 3) e devem ser obtidos em pelo menos duas análises 
diferentes para a confirmação do diagnóstico. Após a definição da doença como 
diabetes, realizada pela detecção da hiperglicemia, a mesma será classificada em 
um dos quatro tipos clínicos conforme sua causa (ADA, 2017). 
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      Quanto à decisão se a hemoglobina glicada entraria como um critério de 
diagnóstico, ainda não há um consenso e mais estudos são necessários para definir 
isto. Entretanto, independente da A1C ser considerada ou não um critério de 
diagnóstico, ela tem sido utilizada para monitoramento da tolerância à glicose 
diminuída e do diabetes, bem como os testes de glicemia de jejum e teste de 
tolerância à glicose o são (ADA, 2017). 
 
TABELA 3. LIMITES DE GLICOSE PLASMÁTICA PARA DIAGNÓSTICO DOS ESTÁGIOS CLÍNICOS 
PRÉ DIABETES E DO DIABETES MELLITUS. 




Glicemia 2h após 
75g de glicose 
(teste de tolerância 
à glicose) 
Glicemia casual 
Normoglicemia < 100 < 140 < 200 
Tolerância à glicose diminuída > 100 a < 126 ≥ 140 a < 200 < 200 
Diabetes mellitus ≥ 126 ≥ 200 ≥ 200 e sintomas clássicos 
FONTE: Sociedade Brasileira de Diabetes (2014-2015). 
 
3.1.4 Fisiopatologia do DM2 
 
       Considerando que o DM2 foi o tipo específico escolhido neste trabalho para 
maiores elucidações, uma abordagem sobre os processos fisiopatológicos 
envolvidos nessa doença se faz necessária. Para tanto, inicialmente será 
considerado um organismo com o metabolismo normal e em seguida um organismo 
alterado pela condição do DM2. Na literatura, os processos metabólicos normais e 
alterados pelo DM2 estão bem estabelecidos, aparecendo, inclusive, em publicações 
de revisão de mais de três décadas atrás cujo entendimento se repete em artigos 
atuais. No entanto, apesar de todos esses anos de estudo sobre o assunto, ainda há 
muitos mecanismos que não são totalmente conhecidos. 
 
3.1.4.1 Organismo não diabético  
 
      Em um organismo não diabético, a alimentação promove o aumento de 
aminoácidos, ácidos graxos e glicose no sangue. A partir de então, as células β, 
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localizadas nas ilhotas de Langerhans do pâncreas, são sensibilizadas pela glicose 
e secretam um hormônio denominado insulina. Este age em receptores específicos 
localizados no tecido hepático, muscular e adiposo (DEFRONZO, 1988; DEL 
PRATO, 2009; ASHCROFT; RORSMAN, 2012). 
      Esses receptores são compostos por duas subunidades α, presentes na 
superfície externa da membrana e duas subunidades β que mantêm contato com o 
citosol. As primeiras, ao interagirem com a insulina, permitem que as subunidades β 
adquiram atividade tirosina quinase e se autofosforilem. Além disso, outros 
substratos têm seus resíduos de tirosina fosforilados, principalmente as proteínas da 
família IRS1 (Insulin Receptor Substrate 1). Com isso, são geradas duas vias 
diferentes. A via de ativação do fosfatidil inositol 3 (IP3) quinase que culmina na 
translocação dos receptores GLUT4 (Glucose Transporter 4) para a superfície da 
membrana celular para a internalização da glicose, além de sinalizar para o aumento 
da síntese de glicogênio, aumento da lipogênese e inibição da gliconeogênese. E a 
via da MAP (Mitogen Activated Protein) quinase que termina na ativação da 
proliferação e diferenciação celular das células β pancreáticas e das células 
somáticas do tecido hepático, muscular e adiposo (KAHN, C. R., 1994; FULOP; 
LARBI; DOUZIECH, 2003; CAPEAU, 2008). 
      No entanto, além da fosforilação da tirosina de resíduos da família IRS1 que 
promove a transmissão de sinal da insulina, há a fosforilação da serina, dessa 
mesma família, que promove a transmissão de sinal por um mecanismo e o bloqueio 
do sinal por outro que envolve enzimas serina/treonina quinases. Assim existe uma 
retroalimentação positiva resultante da fosforilação de tirosina e de serina e uma 
retroalimentação negativa, resultante da fosforilação de serina. Como resultado final 
há um equilíbrio entre essas vias que mantém os efeitos biológicos originários da 
insulina dentro da normalidade (GUAL; MARCHAND-BRUSTEL; TANTI, 2005). 
       Após a utilização da glicose para a produção de energia nas células, o que resta 
dela é desviado no sentido da síntese de lipídeos por meio da glicólise, ciclo 
tricarboxílico mitocondrial e lipogênese. A insulina é um forte ativador dessas vias. 
Então os ácidos graxos gerados e esterificados em triglicerídeos somam-se a 
proteína apo B, formando a lipoproteína VLDL (Very Low Density Lipoprotein), que 
junto com os quilomicrons, originados no intestino, são encaminhados para o tecido 
adiposo. Neste, há a atividade de lipases que permitem a entrada dos triglicerídeos 
nos adipócitos, ficando armazenados na forma de gotículas (CAPEAU, 2008). 
33 
 
      O tecido adiposo além de armazenar os triglicerídeos, desempenha as funções 
endócrina e imune, produzindo hormônios e mediadores pró e anti-inflamatórios que 
influenciam o metabolismo de lipídeos e da glicose (BASTARD et al., 2006) 
      Em caso de jejum, são as células alfa, também presentes nas ilhotas de 
Langerhans, que secretam outro hormônio, nesse caso, denominado glucagon. Este 
faz o processo contrário, estimulando os processos catabólicos, como a quebra de 
glicogênio, lipídeos e proteínas, e inibindo os anabólicos (FULOP; LARBI; 
DOUZIECH, 2003; ASHCROFT; RORSMAN, 2012).  
      Desse modo, há um equilíbrio dinâmico em todos os processos metabólicos, 
mantendo as concentrações plasmáticas de glicose, lipídeos e moléculas pró e anti-
inflamatórias, que irão interferir no metabolismo; relativamente estáveis (FULOP; 
LARBI; DOUZIECH, 2003; BASTARD et al., 2006). 
 
3.1.4.2 Organismo na condição diabética 
 
      Há um consenso na literatura de que o DM2 está associado a, pelo menos, duas 
condições principais. Uma delas é a diminuição da capacidade da insulina para agir 
em seus tecidos alvo, que deveria estimular o metabolismo da glicose, e inibir a 
síntese hepática da mesma. Essa diminuição na sensibilidade dos tecidos a esse 
hormônio é conhecida como resistência à insulina. E a outra, é a falta de habilidade 
do pâncreas em compensar a resistência a esse hormônio, ocorrendo uma 
deficiência na secreção dessa substância devido à disfunção das células β 
pancreáticas. Essas alterações relacionadas à insulina interferem em diferentes vias 
metabólicas promovendo um desequilíbrio entre os processos anabólicos e 
catabólicos, que resultam, além de outros efeitos biológicos, em hiperglicemia. E 
como muitas dessas vias são interdependentes, ainda é difícil determinar o defeito 
primário entre as duas condições citadas (DEFRONZO, 1988; KAHN, C. R., 1994; 
PESSIN; SALTIEL, 2000; DEL PRATO, 2009; KAHN, S. E.; COOPER; DEL PRATO, 
2014). 
      Apesar disto, a resistência à insulina pode ser notada antes da patologia do 
diabetes se estabelecer no organismo, pois já está presente quando a condição do 
pré-diabetes é diagnosticada. Estima-se que alterações no organismo já estão 
ocorrendo antes mesmo dessa condição ficar definida, . Porém, há um aumento na 
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liberação de insulina para compensar a resistência a esse hormônio, e 
consequentemente, não há o aumento do nível glicêmico suficiente para caracterizar 
a tolerância à glicose diminuída, que diagnostica o pré-diabetes (GUAL; 
MARCHAND-BRUSTEL; TANTI, 2005; DEL PRATO, 2009). 
      Apesar dos mecanismos relacionados à resistência à insulina ainda não estarem 
totalmente elucidados, o desequilíbrio entre a quantidade de receptores degradados 
junto com o hormônio, após a sua internalização, e a quantidade de receptores 
repostos na superfície da membrana, já foi associado a esse fenômeno. Grande 
quantidade de insulina em contato com o receptor promove uma maior 
internalização do complexo receptor-substrato, e esse receptor tende a ser mais 
degradado do que reciclado, gerando uma down regulation, ou seja, menos 
receptores ficam disponíveis na membrana para interagir com o substrato (CAPEAU, 
2008). 
      Problemas nas vias de sinalização da insulina também foram correlacionadas a 
resistência a esse hormônio, como é o caso da sua retroalimentação negativa 
intensificada. Quando há um excesso de insulina, ocorre um desequilíbrio na 
modulação do sinal desse hormônio. Nesse caso, a retroalimentação negativa se 
sobressai frente à retroalimentação positiva devido a uma maior ativação de serina/ 
treonina quinases. Estas fosforilam resíduos específicos de serina de proteínas IRS1 
e bloqueiam a transmissão do sinal de insulina. Além disso, também há uma 
ativação da via NFKβ (nuclear factor kappa β), que está relacionada a processos 
inflamatórios. Assim, a elevada concentração desse hormônio promove a 
desensibilização celular a ele (GUAL; MARCHAND-BRUSTEL; TANTI, 2005; 
CAPEAU, 2008).  
      A presença de citocinas pró-inflamatórias como TNFα (Tumor Necrosis Factor α) 
e IL6 (Interleukin 6) também podem levar a resistência à insulina. A primeira por 
interagir com enzimas ativadas por estresse (serina/treonina quinases) cujo 
mecanismo foi citado anteriormente. E a segunda, por elevar a expressão de 
proteínas supressoras de citocinas (SOCS) que promovem a degradação de 
proteínas IRS e receptores de insulina pela via do proteossomo (LEAHY, 2005; 
CAPEAU, 2008).  
      Essas citocinas inflamatórias têm sido associadas à elevada quantidade de 
ácidos graxos livres. Estes podem interagir com receptores de células Kupffer, 
relacionadas às vias pró-inflamatórias de macrófagos e a via NFKβ, resultando no 
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aumento dessas citocinas e, assim, a resistência à insulina. Ainda, os derivados dos 
ácidos graxos acil-coA e diacilglicerol ativam a proteína quinase C, um tipo de 
serina/treonina quinase, que irá fosforilar resíduos de serina, resultando na 
desensibilização celular a insulina (SHI et al., 2006; CAPEAU, 2008; DEL PRATO, 
2009). 
      Essas moléculas pró-inflamatórias também podem ser encontradas em maior 
quantidade em indivíduos que tenham excesso de gordura visceral (na região 
abdominal, mais próxima aos órgãos). Elas são produzidas por adipócitos presentes 
nesses tecidos e, portanto, são chamadas de adipocinas. Outra adipocina que 
encontra-se alterada nesses indivíduos são as adiponectinas, moléculas anti-
inflamatórias que nesses casos encontram-se reduzidas. Esse mecanismo contribui, 
inclusive, para explicar a maior associação de DM2 a indivíduos obesos e pessoas 
com maior circunferência abdominal (LEAHY, 2005; CAPEAU, 2008; DEL PRATO, 
2009).  
      Os ácidos graxos livres em excesso também podem promover a resistência à 
insulina devido a sua maior susceptibilidade à oxidação, produzindo espécies 
reativas de oxigênio. Estes geram um estresse celular que ativa as enzimas 
serina/treonina quinases. O excesso de glicose, bem como a sobrecarga do retículo 
endoplasmático e da mitocôndria, também aumentam a probabilidade de produção 
de espécies reativas de oxigênio quando os processos metabólicos encontram-se 
alterados (CAPEAU, 2008; DEL PRATO, 2009; LUCA; OLEFSKY, 2009). 
      Alguns dos mecanismos envolvidos na resistência à insulina, como a 
glicotoxicidade e a lipotoxicidade, também podem ser vinculados à diminuição da 
secreção desse hormônio em pessoas geneticamente predispostas. Essa menor 
liberação piora de forma gradativa, paralelamente ao declínio da função e da massa 
de células β no pâncreas. As alterações na função dessas células podem acontecer 
já no estágio da tolerância a glicose diminuída, continuando até depois do DM2 se 
estabelecer (DEL PRATO, 2009). 
      As células β são muito sensíveis a variações na concentração de glicose, elas 
podem ser afetadas mesmo por pequenas alterações e isto é importante devido à 
própria função que essas células desempenham. No entanto, quando estas são 
expostas por um tempo prolongado a uma alteração de maior intensidade, as vias 
relacionadas à glicose podem ativar sinais pró-apoptóticos. Sabe-se também que na 
presença de altas concentrações de glicose pode ocorrer a produção de 
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interleucinas e a ativação da via NFKβ nas células β (DONATH, 2004; 
NEWSHOLME et al., 2007). 
      O aumento da demanda por insulina provoca, inicialmente, um aumento na 
secreção desse hormônio quando a resistência a ele está presente. Assim, a 
biossíntese de pró-insulina também é aumentada, elevando o fluxo de proteínas no 
retículo endoplasmático sobrecarregando-o e elevando também a concentração de 
espécies reativas de oxigênio e a apoptose (LEAHY, 2005; DEL PRATO, 2009). 
      As células β também podem ter alterações por influência de lipídeos. Os ácidos 
graxos saturados são altamente tóxicos para as células β, agindo através da via 
apoptótica da ceramida mitocondrial, enquanto os monoinsaturados são protetores 
contra a apoptose causada pelos lipídeos e glicose em excesso. Com relação às 
lipoproteínas, a VLDL e LDL (Low Density Lipoprotein) são pró-apoptóticas, agindo 
via C-Jun N-terminal quinase, enquanto a HDL (High Density Lipoprotein) é 
antiapoptótica. Desse modo, pessoas com alto LDL e baixo HDL, comum 
principalmente nos obesos, estão mais susceptíveis a ter alterações nas células β 
(DONATH, 2004). 
      As citocinas, originárias dos adipócitos do tecido adiposo visceral e o estresse 
oxidativo, resultante de espécies reativas geradas pela oxidação da glicose e dos 
lipídeos, ambos em excesso, também estão relacionadas a vias apoptóticas 
(LEAHY, 2005; NEWSHOLME et al., 2007). 
      Desse modo, tanto o aumento na demanda por insulina quanto a diminuição da 
massa de células β, causada por apoptose, prejudicam a função das células β. Essa 
alteração na função celular somada a resistência à insulina, além de estarem 
relacionadas à causa do DM2, acarretam na persistência da doença. Ambas 
resultam em hiperglicemia e outras alterações metabólicas, que são responsáveis 
por exacerbar esses dois problemas, fechando um ciclo patogênico que contribui 
para a cronicidade da doença e para o desenvolvimento de complicações 
macrovasculares e microvasculares.   
 
 3.1.5 Complicações relacionadas ao DM2 
 
      A hiperglicemia é capaz de promover alterações metabólicas e funcionais no 
endotélio levando a injúria vascular e a consequente perda de suas características 
vaso motoras. Esse processo está associado a todos os problemas macrovasculares 
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como doença na artéria coronária, doença arterial periférica e acidente vascular 
cerebral e também a problemas microvasculares como neuropatia, nefropatia e 
retinopatia diabética (BECKMAN; CREAGER; LIBBY, 2002; FOWLER, 2008; LIU et 
al., 2010). 
      Essas alterações funcionais estão fortemente relacionadas à formação de 
Advanced glycation end products (AGE´s), que são proteínas ou lipídios glicosilados 
devido à presença de espécies reativas de oxigênio e glicose em excesso em 
pacientes com DM2. Também já foi identificada uma importante ação da via do 
diacilglicerol – proteína quinase C (PKC). Esta via é capaz de ativar enzimas 
produtoras de radicais superóxido como a nicotinamida adenina dinucleotídeo 
fosfato (NADPH) oxidase, além de aumentar a expressão de uma óxido nítrico 
sintase endotelial disfuncional (NOS III) produtora de superóxido. A produção de 
superóxido mediada por PKC, ao inibir a produção de óxido nítrico pela NOS III 
endotelial, pode prejudicar as propriedades vasodilatadoras do endotélio. Em adição 
a essas alterações, há a ligação dos AGE´s ao colágeno na parede do vaso, 
funcionando como uma armadilha para as proteínas do plasma, e desta forma, 
essas espécies iniciam reações oxidativas gerando LDL’s oxidadas (BECKMAN; 
CREAGER; LIBBY, 2002; ALTABAS, 2015). 
      A hiperglicemia crônica também pode provocar a perda da integridade das 
células endoteliais levando a senescência precoce e a apoptose. Esse processo 
apoptótico gera a chamada “desnudação arterial” que culmina em adesão e 
agregação plaquetária, inflamação e secreção de matriz, possuindo características 
pró-ateroscleróticas. Outro fator com significativa influência sobre os problemas 
vasculares em portadores do DM2 é a diminuição da capacidade de reparo  
endotelial (ALTABAS, 2015). 
      O principal mecanismo envolvido nas complicações macrovasculares consiste na 
formação da placa aterosclerótica e devido as alterações promovidas pela condição 
diabética, indivíduos com DM2 possuem maior susceptibilidade a desenvolvê-la. 
Essa placa é resultado de uma inflamação crônica que ocorre no endotélio a partir 
de uma lesão. A injúria e a inflamação desses vasos resultam na infiltração de LDL´s 
oxidadas na camada interna dos mesmos. A partir de então, monócitos entram 
nessa região, se diferenciam em macrófagos e fagocitam essas lipoproteínas 
oxidadas, formando as células espumosas. Estas se acumulam na camada interna 
do endotélio, diminuindo a luz do vaso, estando aptas a ativação da proliferação de 
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macrófagos e atração dos linfócitos T que vão induzir a proliferação do músculo liso 
e o acúmulo de colágeno. Desta forma, é formada uma lesão rica em lipídeos com 
uma capa fibrosa que pode levar ao infarto agudo (FOWLER, 2008). 
      Além disso, a alteração na regulação de cálcio, o aumento da adesão 
plaquetária, a hipercoagulabilidade e o aumento do plasminogênio, podendo 
prejudicar a fibrinólise, já foram associados ao DM2. Portanto, a combinação de 
fatores pró-coagulantes e antifibrinolíticos eleva ainda mais os riscos de oclusão 
vascular e eventos cardiovasculares. Isto é especialmente relevante quando o 
diabético é hipertenso, sendo uma comorbidade comum em pacientes diabéticos e, 
considerado um fator de risco importante para tais desfechos (BECKMAN; 
CREAGER; LIBBY, 2002; FOWLER, 2008; ADA, 2017). 
      Assim, é notável que a hiperglicemia influencia fortemente as alterações 
macrovasculares em pacientes diabéticos e com relação às complicações 
microvasculares isto não é diferente. Nesse tipo de complicação, a retinopatia 
diabética é muito comum, nela ocorre a transformação de altas concentrações de 
glicose em sorbitol, tendo como consequência o acúmulo deste nas células. Esta é a 
via do poliol e tem início com a ação da enzima aldose redutase. O estresse 
osmótico do sorbitol gera injúria microvascular como danos na retina que 
caracterizam a retinopatia, incluindo desde hemorragias e edemas à complicações 
que podem progredir para a perda da visão. A glicose em excesso também pode 
provocar injúria celular devido ao estresse oxidativo provocado pela formação de 
radicais livres, espécies reativas de oxigênio e AGE’s. A alteração de alguns fatores 
de crescimento como o fator de crescimento endotelial vascular, hormônio de 
crescimento e fator de crescimento transformante β também já foram relacionados à 
retinopatia diabética, porém os mecanismos ainda não estão bem definidos (FONG 
et al., 2004; FOWLER, 2008). 
      Outra alteração microvascular é a nefropatia diabética caracterizada pela 
presença de proteínas na urina de 24h em quantidades maiores que 500 mg. 
Normalmente ela é a progressão da microalbuminúria, que é definida como a 
presença de 30 a 299 mg de albumina na urina de 24h. A proteinúria descrita é 
resultado de alterações patológicas, como aumento glomerular, aumento da 
espessura da membrana basal e outras mudanças consequentes de danos renais 
causados pelos mesmos mecanismos da retinopatia diabética (ADLER et al., 2003; 
FOWLER, 2008).   
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      Também são característicos de uma alteração microvascular diabética, os sinais 
e sintomas de disfunção em nervos periféricos em pacientes com DM2 após a 
exclusão de outras causas, a mesma é denominada como neuropatia diabética. Os 
mecanismos envolvidos nesse problema são reportados como sendo os mesmos da 
retinopatia. A disfunção neurológica pode envolver diferentes sistemas, alguns 
exemplos de como ela pode se manifestar incluem perda de sensibilidade, 
deformações, calos, fissuras, dormência e forma anormal do pé, gastroparesia, 
constipação, diarreia, disfunção da bexiga, disfunção erétil, intolerância ao exercício 
e taquicardia(FOWLER, 2008; JIN; LEE; PARK, 2016; NOOR; KHAN; AHMAD, 2016; 
ADA, 2017).  
      A neuropatia tem sido correlacionada com outra complicação diabética, 
conhecida como pé diabético, que inclui ulcerações e infecções nos pés. Estima-se 
que 60% dos pacientes diabéticos com essas alterações nos pés também tenham o 
diagnóstico da neuropatia. As alterações metabólicas, hemodinâmicas e endoteliais 
levam a alterações vasculares, resultando na diminuição da perfusão arterial, e 
consequentemente na diminuição dos pulsos periféricos, tornando o paciente mais 
susceptível a ulcerações e infecções crônicas. Esse quadro pode evoluir para 
gangrena e amputação. A falta de sensibilidade e as deformações nos pés causadas 
pela neuropatia facilitam o desenvolvimento dessas ulcerações e o estabelecimento 
das infecções (NOOR; KHAN; AHMAD, 2016).             
   
3.1.6 Tratamento do DM2 
 
      Para que as complicações resultantes da progressão do DM2 sejam evitadas é 
de suma importância seguir o tratamento adequado. A terapia recomendada nos 
estágios iniciais incluem alterações na dieta e a prática de exercícios físicos que 
podem ser associados a medicamentos se necessário, enquanto que os estágios 
mais avançados incluem a combinação de diferentes medicamentos e/ou o uso de 
insulina exógena (BAILEY, 2013; SBD, 2014-2015; ADA, 2017). 
      A meta do tratamento pode variar de acordo com a gravidade da doença, porém 
o intuito geral é manter a glicemia de jejum, a glicemia pós-prandial e a hemoglobina 
glicada dentro dos limites estabelecidos para o paciente com DM2, ou seja, glicemia 
capilar pré-prandial de 80-130 mg/dL, glicemia capilar pós-prandial menor que 180 
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mg/dL e A1C menor que 7%. Como descrito anteriormente na fisiopatologia da 
doença (item 3.1.4), a hiperglicemia corrobora significativamente para a progressão 
do diabetes que evolui para maiores complicações. Assim, normalizar a 
concentração plasmática de glicose é o principal ponto de intervenção para que essa 
doença estabilize. Nesse sentido, esta é a finalidade dos antidiabéticos orais (ADA, 
2017). 
      Estes podem ser separados de acordo com seu mecanismo de ação em 
antidiabéticos que aumentam a secreção de insulina no pâncreas, representados 
pelas sulfonilureias e glinidas; os que reduzem a velocidade de absorção de 
glicídeos, representados pelos inibidores das alfaglicosidases; os que diminuem a 
produção hepática de glicose, representados pelas biguanidas; os que aumentam a 
utilização periférica de glicose, representados pelas glitazonas; os que promovem o 
efeito incretínico cuja ação é mediada pelos hormônios GLP1 (Glucagon-Like 
Peptide-1) e GIP (Gastric Inibitory Polypeptide) que são peptídios responsáveis por 
aumentar a liberação de insulina quando a glicose plasmática se eleva, estes são 
representados pelos miméticos de incretina, análogos de incretina e inibidores da 
enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP4) e os que promovem a glicosúria, 
representados pelos inibidores de SGLT2 (SBD, 2014-2015). 
      Existe um consenso entre as diretrizes de iniciar o tratamento do paciente que 
possui DM2 leve (A1C<7,5% e glicemia de jejum menor que 200 mg/dL) com 
mudança no estilo de vida e o uso de metformina, caso as metas não sejam 
alcançadas, é associado um segundo antidiabético à metformina. Em seguida um 
terceiro antidiabético é adicionado se necessário e em casos que a meta terapêutica 
não seja alcançada, inicia-se o tratamento com a insulina. Já no caso de DM2 
moderado com A1C entre 7,5 e 9% e glicemia de jejum entre 200 e 299 mg/dL inicia-
se com uma combinação de dois antidiabéticos e acima de 300 mg/dL e A1C maior 
que 9% inicia-se com insulinoterapia parcial ou intensiva dependendo do caso (SBD, 
2015; ADA, 2017).  
      Esses medicamentos associados à metformina geralmente variam de acordo 
com a (FIGURA 2). Nessa figura é possível visualizar a associação com os 
inibidores de SGLT2 logo na segunda etapa, caso a primeira não seja suficiente 
(ADA, 2017). 
      De acordo com a diretriz da American Association of Clinical Endocrinologists 
and American College of Endocrinology (2015) também seria recomendado o uso 
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dos inibidores de SGLT2 já inicialmente em uma monoterapia (HANDELSMAN et al., 
2015).  
      A SBD - conduta terapêutica, publicada em 2015, também revelou bons 
resultados dos inibidores de SGLT2 sobre o DM2.  Ela cita uma metanálise de 
Esposito e colaboradores (2012) realizada com 218 estudos randomizados e 
controlados, que incluíram um total de 78.945 pacientes para avaliar a redução da 
A1C provocada por 8 classes de agentes anti-hiperglicemiantes diferentes para o 
tratamento do DM2. O estudo revelou que para até o valor inicial de A1C 8,5%, os 
antidiabéticos orais mostraram boa eficácia na redução da mesma. E dentro desse 
panorama os inibidores de SGLT2 reduziram a A1C a uma média de 1,4%, sendo o 
resultado semelhante ao obtido para a insulina e o maior valor dentre os 
antidiabéticos orais. No entanto, ao considerar o valor de A1C inicial maior que 8,5% 
a insulina mostrou maior eficiência quando comparada aos antidiabéticos orais 






















FIGURA 2. ETAPAS DO TRATAMENTO DE PACIENTES COM DM2 
 
FONTE: American Diabetes Association (2015). DPP-4-i (Dipeptidilpeptidase 4 inhibitor); fxs 
(fractures); GI (gastrointestinal); GLP-1-RA (GLP-1 receptor agonist); GU (genitourinary); HF (heart 
failure); Hypo (hypoglycemia); SGLT2-i (SGLT2 inhibitor); SU (sulfonylurea); TZD (thiazolidinedione).  
 
3.1.6.1 Inibidores de SGLT2 
 
      O primeiro inibidor do cotransportador renal de sódio-glicose 2 desenvolvido foi 
um derivado da florizina em 1999. A florizina é um tipo de flavonóide que foi isolado 
da casca de uma macieira por um químico francês, porém ela era susceptível a ação 
de glicosidases e agia sobre os receptores SGLT1 e SGLT2. Sua degradação 
enzimática e falta de seletividade limitava sua biodisponibilidade e gerava problemas 
gastrointestinais. Com a produção de um fármaco derivado da florizina, esses efeitos 
negativos foram minimizados, no entanto, o mesmo ainda foi descontinuado após 
ensaios clínicos por falta de seletividade e preocupações de segurança. Outros 
antidiabéticos dessa mesma classe foram desenvolvidos posteriormente, como a 
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serigliflozina, a remogliflozina, a atigliflozina e o TS – 033, contudo todos foram 
interrompidos em uma fase precoce pelo mesmo motivo descrito anteriormente 
(VLOTIDES; MERTENS, 2014). 
       Foi a partir da descoberta dos derivados C glicosídeos, como a canagliflozina, a 
dapagliflozina e a empagliflozina, que os efeitos colaterais diminuíram 
significativamente por uma redução importante da susceptibilidade desses fármacos 
à ação enzimática. Esses medicamentos são os únicos aprovados, até o momento, 
pelo FDA e pela ANVISA. A canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina foram 
aprovadas pelo FDA em 2013, 2014 e 2015, respectivamente, e pela ANVISA em 
2014, 2014 e 2015. Entretanto, existem outros medicamentos dessa classe 
(VLOTIDES; MERTENS, 2014; ANVISA, 2016; FDA, 2016). 
      Os inibidores de SGLT2 possuem como mecanismo de ação a diminuição na 
reabsorção de glicose nos túbulos proximais renais através da inibição do 
cotransporte de sódio e glicose. Diariamente são filtrados nos rins de 160 a 180g de 
glicose e esse cotransportador do tipo 2 é o responsável por reabsorver 90% desse 
valor. Assim essa classe de antidiabéticos promove a glicosúria pela alteração do 
processo normal de reabsorção de glicose, mostrado na (FIGURA 3), resultando 
então na diminuição da glicose plasmática (VIVIAN, 2015; GALLWITZ, 2016). 
      No entanto, para que esta classe seja efetiva é importante que a função renal 
não esteja comprometida, não sendo recomendado em pacientes com problemas 
renais. Assim, a canagliflozina e a empagliflozina não devem ser utilizadas em 
pacientes com taxa de filtração glomerular menor que 45 mL/min/1.73 m2 e a 
dapagliflozina em pacientes com taxa menor que 60 mL/min/1.73 m2. Também já foi 
relatada para essa classe uma maior predisposição a infecções do trato 












      FIGURA 3. INIBIÇÃO DO COTRANSPORTADOR RENAL DE SÓDIO-GLICOSE 2 
 
FONTE: GALLWITZ, 2016 adaptado. iSGLT2: inibidor de SGLT2 
 
      Os inibidores de SGLT2 promovem redução significativa da hemoglobina 
glicada, da glicose de jejum e pós-prandial, além de promover a redução de peso e 
da pressão sanguínea. Não é comum a ocorrência de hipoglicemia salvo na 
combinação dos mesmos com outras substâncias que apresentam alto risco de 
hipoglicemia, como as sulfoniluréias e insulina (SINGH; KAUR; SHARMA, 2015; 
VIVIAN, 2015).  
      Recentemente foi publicada uma meta-análise em rede avaliando se, dentro da 
classe dos inibidores de SGLT2, haveria alguma droga que fosse melhor do que as 
outras em monoterapia ou terapia dupla com metformina, em diabéticos tipo 2 que 
não apresentaram controle adequado da doença apenas com mudança na dieta e 
exercícios ou com o uso da metformina (SHYANGDAN; UTHMAN; WAUGH, 2016). 
      Na monoterapia os medicamentos considerados foram: canagliflozina, 
dapagliflozina, empagliflozina, luseogliflozina e tofogliflozina. Esse estudo encontrou 
que a canagliflozina de 300 mg foi a que apresentou resultados mais significativos, 
havendo um maior número de pessoas com redução da hemoglobina glicada para 
abaixo de 7%. Ainda, destacaram-se os grupos tratados com canagliflozina de 100 
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mg e dapagliflozina de 10 mg, respectivamente. Os resultados das demais gliflozinas 
foram estatisticamente similarescom relação a dapagliflozina de 10 mg e o resultado 
de todas foi maior que o do placebo. A canagliflozina de 300 mg ainda apresentou 
uma maior redução da hemoglobina glicada de modo geral (0,20 – 0,64%) frente as 
demais que não apresentaram diferenças significativas entre si. Com relação à 
perda de peso, não houve diferença significativa entre as gliflozinas, mas todas 
reduziram mais que o placebo. Além disso, todas provocaram uma maior redução na 
pressão arterial comparado ao placebo, essa redução foi de aproximadamente 2,6 
mm Hg para a empagliflozina de 10 mg  e de 6 mm Hg para a canagliflozina de 300 
mg (SHYANGDAN; UTHMAN; WAUGH, 2016).  
      Na terapia combinada, foram considerados os medicamentos: canagliflozina, 
dapagliflozina, empagliflozina e ipragliflozina, sendo cada uma delas associada à 
metformina. O grupo placebo utilizou apenas a metformina. Nesse caso as 
associações apresentaram resultados significativos, havendo maior número de 
pessoas com redução da hemoglobina glicada, chegando a menos de 7%, 
comparado ao placebo. E todas reduziram significativamente a pressão arterial e o 
peso frente ao placebo. No entanto, não houve diferença significativa entre as 
diferentes gliflozinas (SHYANGDAN; UTHMAN; WAUGH, 2016). 
      Desse modo, os autores dessa meta-análise demonstraram que apesar dos 
medicamentos dessa classe apresentarem uma eficácia muito semelhante, para a 
monoterapia, a canagliflozina de 300 mg teve um efeito ligeiramente maior que as 
demais gliflozinas consideradas no estudo. Com relação à segurança dos mesmos, 
não foi realizada uma comparação. Além disso, a duração dos ensaios clínicos 
incluídos foi de apenas 24 a 26 semanas, justificado pela aprovação recente desses 
medicamentos. Portanto, apesar dessa classe de medicamentos já se mostrar 
promissora quando comparada as demais, mais estudos de longo prazo são 
necessários. 
       
3.1.6.2 Metformina 
 
      Esse medicamento é o único representante da classe das biguanidas, seu 
mecanismo de ação não é totalmente conhecido, mas está relacionado a alteração 
do metabolismo energético celular. A metformina age principalmente reduzindo a 
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neoglicogênese  hepática, além de inibir a absorção intestinal de glicose e melhorar 
a sensibilidade periférica a insulina (SBD, 2014-2015; DA TRINDADE; KOGAWA; 
SALGADO, 2018). 
      A metformina reduz complicações vasculares, diminui o LDL e os triglicerídeos, 
além de aumentar o HDL, assim, melhora o perfil lipídico. Apresenta baixo risco de 
hipoglicemia e não gera ganho de peso. Essas características, aliadas a efetividade 
e segurança a longo prazo, contribuem para que esse medicamento seja a primeira 
escolha recomendada pelas principais diretrizes (SBD, 2014-2015; ADA, 2017; 
RHEE et al., 2017). 
      No entanto, pode apresentar como efeito colateral desconforto abdominal e 
diarreia. Ela é contra indicada em casos de gravidez, insuficiência renal, hepática, 
cardíaca, pulmonar e em casos de acidose grave (SBD, 2014-2015; ADA, 2017).  
      Alguns métodos de quantificação encontrados na literatura para a metformina 
incluem espectroscopia de absorção no ultravioleta (UV), espectroscopia no 
infravermelho, cromatografia líquida de alta eficiência com detector de ultravioleta 
(CLAE-UV), cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de 
massas sequencial (CLAE-EM/EM), cromatografia líquida de ultra eficiência 
acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLUE-EM/EM) e cromatografia 
líquida de interação hidrofílica (HILIC-MS/MS, sigla em inglês) (DA TRINDADE; 
KOGAWA; SALGADO, 2018). 
 
3.2 ESPECTROMETRIA DE MASSAS SEQUENCIAL COM O ANALIZADOR DO 
TIPO TRIPLO QUADRUPOLO 
 
      É muito comum que fármacos sejam analisados por técnicas que utilizem a 
detecção por UV, a mesma é acessível, robusta e de baixo custo, no entanto, ela 
não é aplicável para moléculas que não apresentem cromóforos ou fluoróforos e sua 
baixa seletividade é uma importante desvantagem no caso de matrizes complexas 
como o plasma. Já as técnicas que incluem a espectrometria de massas apresentam 
elevada sensibilidade e seletividade, tornando-a muito vantajosa, por isto é 
amplamente utilizada em análises de fármacos e demais compostos químicos, 
principalmente quando os mesmos estão presentes em amostras biológicas (LOOS; 
VAN SCHEPDAEL; CABOOTER, 2016).  
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      Todos os tipos de espectrômetro de massas apresentam vantagens e limitações. 
Dependendo dos tipos de compostos a serem analisados, das matrizes em que 
estejam inseridos, dos equipamentos disponíveis e dos objetivos específicos de 
cada análise, define-se o espectrômetro mais adequado para determinada 
aplicação. Dessa forma, é difícil fazer comparações entre diferentes equipamentos 
que apresentam finalidades diversas (LOOS; VAN SCHEPDAEL; CABOOTER, 
2016). 
      Uma das maiores limitações da espectrometria de massas é a interferência de 
substâncias da matriz sobre a ionização dos compostos de interesse, podendo 
provocar a supressão ou aumento do sinal do analito alvo. Isto pode acontecer com 
diferentes substâncias que apresentem tempos de retenção cromatográfico muito 
próximos. Por isto, o preparo de amostra é muito importante, bem como a avaliação 
do parâmetro efeito matriz durante a validação do método (VOGESER; SEGER, 
2008; LOOS; VAN SCHEPDAEL; CABOOTER, 2016). 
      Os principais componentes de um espectrômetro de massas incluem uma fonte 
de ionização, um ou mais analisadores de massas (podem ser utilizadas técnicas 
hifenadas) e um detector. A fonte de ionização transforma as moléculas da amostra 
em íons e, então, os analisadores os recebem, selecionando-os de acordo com a 
razão massa/carga de interesse (pode ser selecionado um intervalo maior ou menor) 
e os encaminham para o detector, aonde será gerado um sinal. Por fim, um software 
irá converter os sinais em espectros (HAAG, 2016).  
      O triplo quadrupolo é um desses possíveis analisadores de massas. Ele é 
composto por dois quadrupolos e uma cela de colisão (hexapolo ou octapolo). Cada 
um dos quadrupolos é composto por quatro barras elétricas paralelas, duas delas 
recebem um potencial de corrente contínua e as outras duas recebem um potencial 
de radiofrequência alternada. Conforme os pólos são alternados, os íons adquirem 
uma trajetória de forma que os íons com relação massa/carga dentro do intervalo 
selecionado são encaminhados ao detector, enquanto os demais colidem com as 
hastes, sendo ejetados (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009).  
      Comparado com outros analisadores, o quadrupolo tem custo relativamente 
baixo, é robusto e apresenta facilidade de manutenção, porém possui capacidade 
limitada em termos de alcance de massa (<4000 Da) e apresenta baixo poder de 
resolução. Quando é “single” realiza apenas análises EM, quando acoplado 
compondo um triplo quadrupolo ou apresenta-se conectado a outro tipo de 
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analisador, pode fazer análises de espectrometria de massas sequenciais (EM/EM). 
Em laboratórios bioanalíticos a CLAE-EM/EM é a técnica de escolha para a 
quantificação de analitos e o triplo quadrupolo é bastante utilizado (EL-ANEED; 
COHEN; BANOUB, 2009; MOEIN; EL BEQQALI; ABDEL-REHIM, 2017).  
      Grandes vantagens da CLAE-EM/EM incluem elevada seletividade, 
aplicabilidade ampla (moléculas grandes e pequenas) e possibilidade de 
desenvolvimento de análises com alta flexibilidade em curto período de tempo. Além 
disso, alguns equipamentos, que possibilitam o uso dessa técnica, permitem realizar 
o modo de monitoramento de transições dos íons fragmento para íons precursores 
(Multiple Reaction Monitoring – MRM), assim, a confiabilidade quanto à identidade 
dos analitos é aumentada. Ao contrário da cromatografia gasosa acoplada a 
espectrometria de massas (CG-EM), que é considerada uma técnica clássica de 
espectrometria de massas, a CLAE-EM/EM não é limitada a moléculas voláteis 
(geralmente <500 Da) e o preparo de amostra costuma ser simples, não sendo 
necessárias derivatizações (VOGESER; SEGER, 2008).           
      A espectrometria de massas sequencial pode ser utilizada em diferentes áreas, 
como na pesquisa, na rotina laboratorial com o monitoramento terapêutico de 
medicamentos e diagnóstico de distúrbios metabólicos (DOOLEY, 2003; VOGESER; 
SEGER, 2008).  
 
3.3 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS BIOANALÍTICOS  
 
      Considerando que o método a ser desenvolvido por este trabalho quantificará 
alguns fármacos em amostras biológicas (método bioanalítico) é fundamental 
garantir que os resultados dessa quantificação sejam confiáveis e reprodutíveis. 
Assim, a validação garantirá isto e atestará que o método é adequado para a 
finalidade pretendida (ICH, 2005; EMA, 2011; FDA, 2013). 
      Os parâmetros necessários para a validação bioanalítica de acordo com a RDC 
n° 27/ 2012 da ANVISA e com o guia da FDA (2013) são seletividade, limite inferior 
de quantificação, curva de calibração, precisão, exatidão, recuperação, efeito matriz, 
efeito residual e estabilidade (BRASIL, 2012; FDA, 2013). 
      A seletividade demonstra a capacidade do método de diferenciar e quantificar 
um analito frente a outros componentes da amostra. A matriz biológica contém uma 
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grande mistura de componentes endógenos, além de metabólitos e produtos de 
decomposição não só dos fármacos de interesse, mas também de outros 
xenobióticos. Portanto, esse parâmetro é essencial para assegurar que o resultado 
obtido se refira apenas ao analito que se busca. Problemas de seletividade também 
podem vir a comprometer a linearidade e a precisão (INMETRO, 2010; FDA, 2013). 
      O limite inferior de quantificação é a menor concentração do analito que pode ser 
quantificada com confiabilidade, acurácia e precisão adequada. Também pode ser 
descrito como a menor concentração do analito encontrada na curva de calibração 
preparada na matriz (EMA, 2011; BRASIL, 2012). 
      Além disso, é possível identificar o limite inferior de detecção, apesar dele não 
ser exigido pelos principais guias bioanalíticos. Ele corresponde a menor 
concentração do analito que pode ser detectado pelo método, ou seja, é a menor 
quantidade da substância de interesse que pode ser distinguida do sinal do 
branco/ruído. Ele é mais relevante em amostras com baixos níveis do analito como, 
por exemplo, na análise de traços ou em análises direcionadas a identificação de 
compostos e não a quantificação dos mesmos (INMETRO, 2010). 
      A curva de calibração determina uma relação de proporcionalidade entre a 
resposta do equipamento e a concentração do analito de forma contínua e 
reprodutível. Seu intervalo vai do limite inferior ao limite superior de quantificação, 
devendo ser preciso e exato. Ela deve ser preparada na mesma matriz biológica em 
que as amostras serão avaliadas, adicionando-se quantidades conhecidas dos 
analitos e deve existir uma curva de calibração para cada analito de interesse e cada 
corrida analítica (EMA, 2011; BRASIL, 2012; FDA, 2013).           
       A precisão revela, em determinadas condições, quão próximos os resultados de 
repetições experimentais estão um dos outros. Ela pode ser subdividida em 
intracorrida de precisão em que avalia-se múltiplas aferições em uma única corrida 
analítica e intercorrida de precisão em que são feitas múltiplas aferições em corridas 
diferentes, nesse caso podem ser utilizados diferentes equipamentos, reagentes, 
análises e laboratórios. Seus resultados podem ser expressos como coeficiente de 
variação (CV) ou como desvio padrão relativo (DPR) (EMA, 2011; FDA, 2013). 
      A exatidão corresponde à concordância entre um resultado obtido e um valor de 
referência. Ela também deve ser determinada em intracorridas e intercorridas e é 
expressa como erro padrão relativo (EPR) (BRASIL, 2012; FDA, 2013). 
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      A recuperação avalia a eficiência com que os analitos são extraídos da amostra 
biológica. Ela é expressa em porcentagem e não precisa, necessariamente, 
corresponder a 100% desde que seu valor seja consistente, preciso e reprodutível 
(FDA, 2013). 
     O efeito matriz está fortemente ligado à seletividade, pois assim como esta, irá 
avaliar se o resultado da quantificação não está sendo comprometido por outros 
componentes presentes na matriz (EMA, 2011; BRASIL, 2012). 
      O efeito residual é realizado para garantir que resíduos de amostras de 
experimentos anteriores não interfiram na quantificação das amostras seguintes. A 
presença desses resíduos poderia causar o aparecimento de um sinal ou o aumento 
do sinal do analito, interferindo assim no resultado final fornecido pelo método 
(BRASIL, 2012).  
      E, por fim, a estabilidade é verificada para assegurar que durante o preparo, a 
análise e o armazenamento da amostra as concentrações dos analitos de interesse 
não serão alteradas. Cada substância terá um comportamento de acordo com suas 
características físico-químicas e com a presença dos outros componentes da matriz, 
assim, conhecer essas propriedades é de suma importância para definir a 
estabilidade do analito, para garantir que o mesmo não sofreu degradação e que, 
portanto, é possível confiar nos resultados das análises (EMA, 2011; BRASIL, 2012). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 REVISÃO SISTEMÁTICA 
 
      Considerando que em uma busca inicial foi difícil encontrar métodos de 
quantificação para os fármacos canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina, até 
porque a classe dos inibidores de SGLT2 é a mais recente no mercado de 
antidiabéticos orais, torna-se interessante reunir o que existe sobre esse assunto na 
literatura de uma forma mais criteriosa através de uma revisão sistemática. Como a 
metformina tem sido amplamente estudada, tendo suas informações bem 
estabelecidas e facilmente encontradas na literatura, ela não será incluída na 
revisão sistemática deste estudo. 
      Os dados analíticos e bioanalíticos corroboraram para a definição dos primeiros 
testes de desenvolvimento do método. Essa revisão sistemática foi baseada nos 
sete passos da diretriz “Cochrane Handbook for Systematic Reviews of 
Interventions, The Cochrane Collaboration, 2011”  (GREEN; HIGGINS, 2011). 
      De acordo com ela o primeiro passo é elaborar uma pergunta que será 
respondida por meio da revisão sistemática. Esta ficou definida como: quais são os 
métodos disponíveis na literatura para a quantificação dos analitos canagliflozina, 
dapagliflozina e empagliflozina?  
Os outros seis passos estão descritos nos subitens a seguir e foram 
considerados para a revisão sistemática estudos realizados até maio de 2017. 
  
4.1.1 Critérios de inclusão 
 
      Os requisitos para a inclusão dos artigos foram: 
 Abordar um método de quantificação para pelo menos um dos fármacos: 
canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina; 
 Os parâmetros analíticos ou bioanalíticos devem ter sido especificados de 




4.1.2 Critérios de exclusão 
 
      Foram excluídos os artigos que apresentaram pelo menos um dos critérios a 
seguir.  
 Artigos de revisão;  
 Artigos escritos em algarismos não romanos.  
 
4.1.3 Localização dos estudos 
 
      As bases de dados escolhidas foram MEDLINE/Pubmed, Web of Science e 
Scopus. A busca manual de acordo com a análise das referências dos artigos 
incluídos irá complementar a pesquisa nessas bases.  
      Na estratégia de busca estão incluídos os nomes comerciais e genéricos dos 
medicamentos escolhidos; a classe dos mesmos (inibidores de SGLT2); validação, 
quantificação e sinônimos; plasma, sangue, soro, forma farmacêutica e sinônimos.   
      Também foram incluídos os operadores booleanos (OR e AND), adaptando-se 
os descritores para cada base de dados. As estratégias de busca definidas para 
cada base de dados encontram-se a seguir. 
 
 PubMed: 
< ((((((((((((dapagliflozin[Title/Abstract]) OR forxiga[Title/Abstract]) OR 
empagliflozin[Title/Abstract]) OR jardiance[Title/Abstract]) OR "sodium-glucose 
cotransporter 2 inhibitors"[Title/Abstract]) OR "sodium glucose cotransporter 2 
inhibitors"[Title/Abstract]) OR "SGLT2 inhibitors"[Title/Abstract]) OR "SGLT-2 
inhibitors"[Title/Abstract]) OR "SGLT 2 inhibitors"[Title/Abstract]) OR 
invokana[Title/Abstract])) AND ((((((((((validation[Title/Abstract]) OR 
development[Title/Abstract]) OR determination[Title/Abstract]) OR 
quantification[Title/Abstract]) OR quantitative[Title/Abstract]) OR 
method[Title/Abstract]) OR detection[Title/Abstract]) OR identification[Title/Abstract]) 
OR quantitation[Title/Abstract]) OR assay[Title/Abstract])) AND 
(((((((plasma[Title/Abstract]) OR "human plasma"[Title/Abstract]) OR 
blood[Title/Abstract]) OR serum[Title/Abstract]) OR "pharmaceutical dosage 
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< TITLE-ABS-KEY (dapagliflozin  OR  forxiga  OR  empagliflozin  OR  jardiance  OR  
"sodium-glucose cotransporter 2 inhibitors"  OR  "sodium glucose cotransporter 2 
inhibitors"  OR  "SGLT2 inhibitors"  OR  "SGLT-2 inhibitors"  OR  "SGLT 2 inhibitors"  
OR  canagliflozin  OR  invokana  OR  dapagliflozin)  AND  TITLE-ABS-KEY 
(validation  OR  development  OR  determination  OR  quantification  OR  
quantitative  OR  method  OR detection  OR  identification  OR  quantitation  OR  
assay)  AND  TITLE-ABS-KEY (plasma  OR  "human plasma"  OR  blood  OR  serum  
OR  "pharmaceutical dosage forms"  OR  "pharmaceutical forms"  OR  tablet*) > 
 
 Web of Science: 
< Tópico: (dapagliflozin OR forxiga OR empagliflozin OR jardiance OR "sodium-
glucose cotransporter 2 inhibitors" OR "sodium glucose cotransporter 2 inhibitors" 
OR "SGLT2 inhibitors" OR "SGLT-2 inhibitors" OR "SGLT 2 inhibitors" OR invokana) 
AND Tópico: (validation OR development OR determination OR quantification OR 
quantitative OR method OR detection OR identification OR quantitation OR assay) 
AND Tópico: (plasma OR "human plasma" OR blood OR serum OR "pharmaceutical 
dosage forms" OR "pharmaceutical forms" OR tablet*) > 
 
4.1.4 Seleção dos estudos 
 
      Os artigos foram inicialmente selecionados com base em títulos e resumos que 
corresponderam aos critérios de inclusão. Dois revisores independentes 
participaram desse processo. Os artigos incluídos nessa etapa foram, então, lidos na 




4.1.5 Extração dos dados 
 
      Os dados coletados foram tabelados no Microsoft Office Excel. Estes incluíram 
os autores e data de publicação do estudo, os parâmetros analíticos e bioanalíticos 
de cada método, como a técnica analítica e bioanalítica, a matriz, o tratamento da 
amostra; as características específicas de cada método, como no caso da 
espectrometria de massas em que o modo de ionização e o tipo de analisador 
também foram tabelados. 
 
4.1.6 Síntese dos resultados  
 
      A apresentação dos resultados será realizada por meio de tabelas. 
 
4.2 MATERIAIS UTILIZADOS PARA O DESENVOLVIMENTO ANALÍTICO 
 
4.2.1 Padrões analíticos, solventes e reagentes 
 
      As substâncias de referência utilizadas estão descritas na (Tabela 4), juntamente 
com informações quanto ao seu peso molecular, pureza e marca.  
 
TABELA 4. PADRÕES ANALÍTICOS UTILIZADOS PARA DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DO 
MÉTODO. 
Analito Peso molecular (g mol-1) Pureza (%) Marca Lote 
Canagliflozina 444,52  97,6  MedChem 4747 
Dapagliflozina 408,87 > 97 Ark Pharm WG0161909 - 160414001 
Empagliflozina  450,91 99,5 MedChem 07862  
Cloridrato de 
metformina 129,164 99,7 USP 10H236 
FONTE: O autor (2018). 
 
        Os solventes utilizados foram acetonitrila e metanol, ambos apresentando grau 
CLAE e obtidos da J. T. Baker (New Jersey, USA). Foram utilizados os reagentes 
ácido fórmico (>98%) e formiato de amônio (97%), obtidos da Sigma-Aldrich (St. 
Louis, USA). A água ultrapura foi obtida através do sistema de purificação Milli-Q da 
55 
 
Millipore (MA, USA). E as amostras de plasma humano branco, utilizadas para o 
desenvolvimento e validação do método, foram fornecidas pelo Centro de 
Hematologia do Paraná (HEMEPAR), Curitiba, Brasil.  
 
4.2.2 Preparo das soluções estoque e de trabalho 
 
      As soluções estoque de canagliflozina, dapagliflozina, empagliflozina e 
metformina foram preparadas em acetonitrila:metanol (80:20, v/v) na concentração 
de 1000 μg.mL-1. As soluções estoque de cada composto foram então diluídas em 
acetonitrila:água (50:50, v/v) para a obtenção das soluções de trabalho nas 
concentrações 100, 10 e 1 μg.mL-1 para cada analito. Todas as soluções foram 
armazenadas a -40 °C e utilizadas em no máximo 1 mês. 
 
4.3 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO 
  
4.3.1 Otimização espectrométrica 
 
      Esta etapa foi realizada no equipamento Applied Biosystems API 3200 Triplo 
Quadrupolo EM/EM, utilizando o modo de ionização positivo. Todas as informações 
foram obtidas e processadas pelo software Analyst 1.4.2 (ABSciex, Toronto, 
Canada).  
      Nesse experimento, os analitos foram inseridos em conjunto no analisador de 
massas por infusão direta.  A concentração de cada analito foi de 100 ng.mL-1, o 
solvente utilizado foi acetonitrila:água (50:50, v/v) e diferentes composições dos 
aditivos formiato de amônio e ácido fórmico foram consideradas para avaliar a 
ionização dos compostos. Devido a obtenção de sinais intensos para os analitos, as 
concentrações 3 mM e 0,05% de formiato de amônio e ácido fórmico, 
respectivamente, foram selecionadas para  a otimização dos parâmetros do 
analisador por MRM (Multiple Reaction Monitoring). 
      Após a otimização automática do potencial de desagrupamento (DP), potencial 
de entrada (EP), potencial de entrada da célula de colisão (CEP), energia de colisão 
(CE) e potencial de saída da célula (CXP), foram selecionados os três fragmentos 
56 
 
mais intensos de cada analito e, na sequência, os parâmetros da fonte de ionização 
foram otimizados através do FIA (análise por injeção em fluxo). 
      Nesse procedimento, os parâmetros otimizados, automaticamente, foram o gás 
de interface (CUR), gás de colisão (CAD), gás de nebulização (GS1), gás secante 
(GS2), voltagem do capilar (IS) e temperatura da fonte.  
        
4.3.2 Otimização cromatográfica 
 
      Para a realização das análises cromatográficas foi utilizado o sistema CLAE 
Agilent 1200 com bomba binária.  Durante a otimização foram avaliadas as colunas 
X-bridge C18 (2,1 x 100 mm, 5 μm), X-Bridge C8 (2,1 X 50 mm, 5 μm) e ZORBAX 
Eclipse XDB-Phenyl (4,6 X 150 mm, 5 μm). Inicialmente foi utilizado o modo de 
eluição isocrático acetonitrila:água (50:50, v/v) com formiato de amônio 3 mM, 
volume de injeção de 20 μL, fluxo de 0,2 mL.min-1 e temperatura de 25 °C. As 
alterações testadas, que proporcionaram resultados mais significativos, serão 
destacadas a seguir. 
     Considerou-se a adição de ácido fórmico para melhorar o perfil cromatográfico 
dos picos dos analitos, avaliou-se, então, as concentrações 0,05% e 0,1% de ácido. 
      Em seguida, foram testadas diferentes proporções de gradiente (A: água, B: 
acetonitrila:água (95:5, v/v), ambos contendo formiato de amônio 3 mM e ácido 
fórmico 0,1%). 
      Com o objetivo de diminuir o tempo de corrida, foi avaliada uma coluna de 
comprimento menor X-bridge C18 (2,1 x 50 mm, 5 μm). 
      Outra alteração foi a diminuição da concentração do formiato de amônio para 1 
mM, reduzindo o pH da fase móvel de 4 para 2, que corresponde ao menor valor de 
pH aceitável para esse tipo de coluna. 
      Por fim, avaliou-se a temperatura do forno da coluna em 30, 35 e 40 °C visando 
obter picos de maior resolução cromatográfica. 
      Durante todos procedimentos de otimização cromatográfica, os analitos foram 
utilizados nas concentrações de 100 ng.mL-1 de metformina e 1000 ng.mL-1 das 
gliflozinas. A definição de cada condição cromatográfica foi baseada na maior 
intensidade e resolução dos picos dos compostos em análise e também no menor 
tempo de corrida. 
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      O método cromatográfico final, escolhido para a etapa de validação, apresentou 
as seguintes condições: coluna X-bridge C18 (2,1 x 50 mm, 5 μm), volume de 
injeção de 20 μL, fluxo de 0,2 mLl.min-1, temperatura da coluna de 35 °C, fase móvel 
composta por A: água, B: acetonitrila:água (95:5, v/v), ambos contendo formiato de 
amônio 1 mM e ácido fórmico 0,1 % e gradiente t0-1.0 min: 95% A; t1.0-2.0 min: 95-30% A; 
t2.0-5.0 min: 30% A; t5.0-6.0 min: 30-95% A; t6.0-9.0 min: 95% A.    
  
4.3.3 Preparo da amostra    
       
       A técnica escolhida para o preparo de amostras foi a precipitação de proteínas. 
Os solventes de precipitação avaliados foram acetonitrila e metanol, ambos com e 
sem ácido fórmico. 
      Para o desenvolvimento e validação do método as amostras em matriz foram 
preparadas como segue. Uma alíquota de 200 μL de plasma branco foi fortificada 
com 20 μL de uma mistura contendo as soluções de trabalho dos analitos e, 
posteriormente, homogeneizada em vortex (vortex, Genie 2, Bohemia, EUA) por 1 
minuto. Na sequência, foram adicionados 980 μL do solvente de precipitação, a 
amostra foi agitada por 3 minutos e centrifugada (centrífuga refrigerada Eppendorf, 
modelo 5810-R, Hamburg, Alemanha) por 15 minutos a 4 °C e 14000 rpm. Em 
seguida, 700 μL do sobrenadante foi retirado para secagem a 40 °C em centrivap 
(Labconco, Kansas City, EUA). A ressuspensão foi realizada com 200 μL de 
acetonitrila:água (50:50, v/v) contendo formiato de amônio 1 mM e ácido fórmico 
0,1%, realizou-se agitação em vórtex por 10 minutos e em ultrassom (banho de 
ultrassom Branson 2510, Danbury, EUA) por 10 minutos. Por fim, as amostras nos 
vials foram, então, centrifugadas por 5 minutos a 4 °C e 4000 rpm e 20 μL de cada 
uma delas foi injetada no sistema de CLAE-EM/EM. 
 
4.4 VALIDAÇÃO DO MÉTODO 
 
      A validação do método foi baseada nos critérios estabelecidos pela RDC n° 27 
de maio de 2012 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e pelo guia 
para validação de ensaios bioanalíticos da Food and Drug Administration (FDA). Os 
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parâmetros incluídos foram limite inferior de quantificação, seletividade, curva de 
calibração, precisão, exatidão, recuperação, efeito matriz, efeito residual e 
estabilidades das amostras em matriz e solução (BRASIL, 2012; FDA, 2013).  
 
4.4.1 Limite inferior de quantificação (LIQ) 
 
      O LIQ, considerado a menor concentração da curva de calibração dos analitos, 
foi baseado na menor concentração encontrada para a canagliflozina, dapagliflozina, 
empagliflozina e metformina em estudos farmacocinéticos. A partir de então, foram 
avaliadas as concentrações 10, 15, 20, 25 e 50 ng.mL-1 dos analitos em 
acetonitrila:água 50:50, v/v contendo formiato de amônio 1mM e ácido fórmico 0,1%. 
Foram selecionadas para as próximas etapas as menores concentrações de cada 
analito que proporcionou uma relação sinal ruído de 5:1 e variação em termos de 




      Para assegurar que o método bioanalítico tenha a capacidade de diferenciar e 
quantificar os analitos frente a outros compostos presentes na matriz, foram 
utilizadas seis diferentes amostras de plasma branco, incluindo um hemolizado e um 
lipêmico. Essas amostras foram fortificadas apenas com solvente (água:acetonitrila 
50:50, v/v) e submetidas ao processo de extração descrito em 4.3.3. Os resultados 
encontrados foram comparados com a resposta obtida com as amostras de plasma 
fortificado com um mix dos analitos na concentração dos seus respectivos LIQ’s. O 
método é considerado seletivo quando o sinal obtido para os interferentes 
encontrados no mesmo tempo de retenção dos analitos corresponde a menos de 
20% do sinal do LIQ. 
 
4.4.3 Curva de calibração 
 
      O intervalo da curva de calibração foi definido com base nas concentrações 
encontradas para os analitos em plasma em estudos farmacocinéticos (AUBRY et 
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al., 2010; KASICHAYANULA et al., 2011; HEISE et al., 2013; CHANG et al., 2015; 
CHEN et al., 2015; IIJIMA et al., 2015; MACHA et al., 2015; MURPHY et al., 2015; 
BOULTON et al., 2016). A curva foi construída em plasma e os valores 
estabelecidos foram: 25-5000 ng.mL-1 para a canagliflozina e a metformina, 10-400 
ng.mL-1 para a dapagliflozina e 15-1000 ng.mL-1 para a empagliflozina. As curvas de 
calibração incluíram uma amostra de plasma branco. Elas foram construídas 
utilizando a regressão linear 1/x e os parâmetros de regressão, como equação da 
reta e coeficiente de correlação, foram determinados.  
 
4.4.4 Precisão e exatidão 
 
      Tanto a precisão quanto a exatidão foram demonstradas em uma mesma corrida 
e em corridas diferentes através da quantificação de amostras com 5 diferentes 
níveis de concentração (LIQ, controle de qualidade de baixa concentração – CQB, 
controle de qualidade de média concentração – CQM, controle de qualidade de alta 
concentração – CQA e controle de qualidade de diluição – CQD) em 5 replicatas 
(TABELA 5). O CQD foi preparado para a obtenção de uma amostra com 
concentração dez vezes maior que o CQM e na sequência essas amostras foram 
diluídas dez vezes com plasma branco. A precisão foi calculada como CV% e a 
exatidão como EPR%. 
 
TABELA 5. CONCENTRAÇÃO REFERENTE A CADA NÍVEL DE CONTROLE DE QUALIDADE 
Compostos 
LIQ CQB CQM CQA  CQD 
(ng.mL-1) (ng.mL-1) (ng.mL-1) (ng.mL-1) (ng.mL-1) 
Canagliflozina 25 500 2000 4000 20000 
Dapagliflozina 10 50 100 300 1000 
Empagliflozina 15 100 400 800 4000 
Metformina 25 500 2000 4000 20000 
NOTA: LIQ - limite inferior de quantificação, CQB - controle de qualidade de baixa concentração, 
CQM - controle de qualidade de média concentração, CQA - controle de qualidade de alta 
concentração e CQD - controle de qualidade de diluição. 







      A recuperação foi avaliada para os níveis CQB, CQM e CQA (TABELA 5) em 
quintuplicata. Foi realizada a comparação entre as respostas da canagliflozina, 
dapagliflozina, empagliflozina e metformina, quando preparadas (conforme item 
4.3.3) na concentração dos controles de qualidade citados, e as respostas desses 
mesmos analitos, obtidas de amostras de plasma fortificas com esses compostos 
após o processo de extração nessas mesmas concentrações. Para o preparo das 
amostras fortificadas após a extração, 200 μL de plasma foram fortificados com 20 
μL acetonitrila:água (50:50, v/v) e submetidos a precipitação de proteínas como 
descrito em 4.3.3. Após secagem, a ressuspensão foi realizada com os analitos na 
mesma concentração dos controles de qualidade citados anteriormente.   
 
4.4.6 Efeito matriz 
 
      Esse parâmetro de validação foi avaliado para as concentrações referentes aos 
controles de qualidade CQB e CQA (TABELA 5), utilizando oito replicatas para cada 
nível, sendo duas lipêmicas e duas hemolisadas. O efeito matriz é determinado pelo 
fator matriz normalizado, ou seja, é uma taxa que relaciona a resposta dos analitos 
obtida com os padrões em solução e a resposta dos analitos quando amostras de 
plasma branco são fortificadas, na mesma concentração, após a etapa de 
precipitação. As amostras fortificadas após a precipitação de proteínas foram 
preparadas como mencionado no parâmetro recuperação (item 4.4.5). O critério de 
aceitação para esse ensaio foi um desvio inferior a 15% para o fator matriz 
normalizado em cada nível. Esse fator foi calculado pela divisão da área do pico 
cromatográfico obtida com os analitos em plasma (matriz) pela área do pico 
cromatográfico obtida com os analitos em solução. Cada um dos analitos apresentou 
um fator matriz normalizado.  
 
4.4.7 Efeito residual 
 
      O efeito residual foi avaliado através da injeção de dois plasmas brancos depois 
da análise de uma amostra contendo os analitos na maior concentração de suas 
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respectivas curvas de calibração. A resposta dos analitos no plasma branco devem 




      Os níveis de concentração utilizados para esse ensaio foram CQB e CQA 
(TABELA 5) e para cada um foi realizada quintuplicata. As soluções de trabalho 
foram adicionadas em alíquotas de plasma nas concentrações dos CQs. Essas 
amostras foram vortexadas por 1 minuto e submetidas aos seguintes experimentos: 
(a) estabilidade de congelamento e descongelamento (três ciclos de congelamento, -
40 °C, e descongelamento, em temperatura ambiente, com duração de 12 horas 
cada ciclo); (b) estabilidade de curta duração (as amostras foram mantidas a 
temperatura ambiente por 8 horas); (c) estabilidade de longa duração (as amostras 
foram mantidas a -40 °C e analisadas após 30 e 60 dias); (d) estabilidade pós 
processamento (amostras após o processo de extração e análise foram mantidas 
por 8h no  gerenciador de amostras do equipamento e depois foram reanalisadas). 
Após as amostras serem processadas como no item 4.3.3 e analisadas, as 
respostas dos analitos foram comparadas com as respostas de amostras recém 
preparadas nos mesmos níveis de concentração.  
       A estabilidade dos analitos em solução (soluções de trabalho a 100 e 1 μg.mL-1) 
foram analisadas após 6 horas a temperature ambiente, após 72 horas a 4 °C e 
após 30 dias a -40 °C. Essas amostras também foram comparadas com amostras 
recém preparadas. 
     
  4.5 APLICAÇÃO FARMACOCINÉTICA  
 
      Para demonstrar a aplicabilidade do método em amostras reais, cinco adultos 
saudáveis (três homens e duas mulheres, com peso entre 40 e 80 Kg) foram 
recrutados como voluntários para participar de um estudo crossover de 4 períodos. 
Entre cada período houve um intervalo de sete dias (tempo de washout). Os 
voluntários estavam alimentados durante o estudo (refeição padronizada). 
      Os voluntários receberam doses únicas de canagliflozina 100 mg (Invokana®, 
Janssen-Cilag Farmacêutica Ltda), dapagiflozina 10 mg (Forxiga®, Bristol Myers 
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Squibb) e empagliflozina 10 mg (Jardiance®, Boehringer Ingelheim), juntamente com 
uma dose única de cloridrato de metformina 1000 mg cada um, em períodos 
distintos. E em um dos períodos, também foi administrado nos voluntários apenas 
dose única de cloridrato de metformina 1000 mg, sem nenhuma das gliflozinas. 
      O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal do Paraná, Curitiba, Brasil (CAAE 60901616.3.0000.0102). 
Amostras de sangue foram coletadas em tubos EDTA nos pontos zero (antes da 
administração dos medicamentos), 30 minutos, 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 5; 6; 8; 12 e 
24 horas. As amostras de plasma foram obtidas após centrifugação a 3000 rpm por 
10 minutos, as quais foram estocadas a -40 °C até o momento das análises.  
       O preparo das amostras para a aplicação farmacocinética consistiu na adição 
de 20 μL de acetonitrila:água (50:50, v/v) em uma alíquota de 200 μL de plasma dos 
voluntários, homogeneizou-se em vortex (vortex, Genie 2, Bohemia, EUA) por 1 
minuto. Em seguida, foram adicionados 980 μL de acetonitrila com 0,1% de ácido 
fórmico, a amostra foi agitada por 3 minutos e centrifugada (centrífuga refrigerada 
Eppendorf, modelo 5810-R, Hamburg, Alemanha) por 15 minutos a 4 °C e 14000 
rpm. Retirou-se 700 μL do sobrenadante para secagem a 40 °C em centrivap 
(Labconco, Kansas City, EUA). A ressuspensão foi realizada com 200 μL de 
acetonitrila:água (50:50, v/v) contendo formiato de amônio 1 mM e ácido fórmico 
0,1%, realizou-se agitação em vórtex por 10 minutos e em ultrassom (banho de 
ultrassom Branson 2510, Danbury, EUA) por 10 minutos. As amostras nos vials 
foram, então, centrifugadas por 5 minutos a 4 °C e 4000 rpm e 20 μL de cada uma 






5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 REVISÃO SISTEMÁTICA  
 
      A seleção dos artigos foi realizada conforme o fluxograma da (FIGURA 4). Após 
a obtenção de todos os artigos (três bases de dados), as duplicatas foram retiradas 
e a primeira etapa de inclusão foi realizada com 542 artigos. Nesse momento, 486 
publicações foram excluídas após leitura do título e resumo por não atenderem aos 
critérios de inclusão. A grande maioria consistia em estudos clínicos de eficácia e 
segurança para a canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina, no entanto também 
foram encontrados estudos sobre outras gliflozinas, revisões e artigos em 
algarismos não romanos. 
      Aos 56 artigos selecionados para a próxima etapa, foram adicionados mais 7 
artigos, encontrados somente através da busca manual. Desses 63 artigos, 21 
correspondiam a canagliflozina, 19 a dapagliflozina e 23 a empagliflozina. A partir de 
então a seleção foi realizada após a leitura dos artigos na íntegra.  
      Nessa etapa ocorreu a exclusão de 43 artigos (11 para canagliflozina, 12 para 
dapagliflozina e 20 para empagliflozina) devido as seguintes justificativas: 6 estudos 
apresentavam métodos descritos em artigos já selecionados, 2 eram revisões, 10 
apresentavam métodos realizados por laboratórios terceirizados, não havendo 
detalhes sobre os mesmos –impossibilitando a reprodução desses métodos, e os 
demais artigos, abordavam farmacocinética ou bioequivalência, havendo pouca 
informação sobre o método utilizado.  
      Dos 20 artigos incluídos ao final da revisão sistemática, 11 apresentaram método 
analítico para o fármaco “in natura” ou em algum tipo de forma farmacêutica, 3 
utilizaram plasma de rato como matriz e 7 utilizaram plasma humano. 
      Então, apesar de existir na literatura métodos analíticos ou bioanalíticos sobre a 
canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina, poucos estudos apresentam 
informações suficiente para que os métodos possam ser reproduzidos. A falta de 
metodologia para a quantificação dos analitos em plasma humano corrobora para 
justificar o desenvolvimento e validação do método do presente trabalho. 
      Todos os artigos considerados ao final da revisão sistemática eram validados. As 




FIGURA 4. FLUXOGRAMA DOS RESULTADOS OBTIDOS COM A REVISÃO SISTEMÁTICA 
 
NOTA: forma farm. : forma farmacêutica e p. : plasma. 
















TABELA 6. DADOS ENCONTRADOS NOS ARTIGOS REFERENTES À REVISÃO SISTEMÁTICA DA 
CANAGLIFLOZINA 
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Fonte: O autor (2018). 
 
TABELA 7. DADOS ENCONTRADOS NOS ARTIGOS REFERENTES À REVISÃO SISTEMÁTICA DA 
DAPAGLIFLOZINA 
Referência Matriz Técnica analítica 
Preparo de 
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(CONCLUSÃO) TABELA 7. DADOS ENCONTRADOS NOS ARTIGOS REFERENTES À REVISÃO 
SISTEMÁTICA DA DAPAGLIFLOZINA 
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TABELA 8. DADOS ENCONTRADOS NOS ARTIGOS REFERENTES À REVISÃO SISTEMÁTICA DA 
EMPAGLIFLOZINA 
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      Entre os artigos encontrados, a partir da revisão sistemática, sobre a 
quantificação das gliflozinas em fármaco não foram observadas muitas variações 
(TABELAS 6, 7 e 8). As técnicas mais utilizadas foram UV, CLAE-DAD e CLUE-DAD 
e o preparo de amostra foi apenas a dissolução das substâncias de interesse em 
solvente (metanol ou acetonitrila) seguida das diluições apropriadas. Quanto aos 
métodos de quantificação das gliflozinas em plasma, foram encontradas maiores 
divergências entre os artigos. 
       As técnicas utilizadas para a quantificação da canagliflozina em plasma 
(TABELA 6) foram CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM, utilizando ambos os modos de 
ionização. Porém, o método mais sensível (com menor limite inferior de 
quantificação) foi de Iqbal e colaboradores (2014) em que o modo de ionização 
escolhido foi o negativo. Justifica-se essa alta sensibilidade no modo negativo pela 
facilidade com que o íon precursor é desprotonado, apresentando maior capacidade 
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de ionização e favorecendo sua quantificação com um menor LIQ, quando 
comparado com íons adutados, que ocorrem no modo de ionização positivo para 
esse analito. Normalmente a ionização é prejudicada quando há formação de aduto.  
Apesar disto, também foram obtidos LIQ’s baixos nos artigos em que íons adutados 
foram utilizados. Portanto, é possível que a formação de aduto, no caso deste 
analito em específico não tenha prejudicado tanto a ionização.   
      No estudo de Iqbal e colaboradores (2014) foi utilizada a precipitação de 
proteínas como preparo de amostra, enquanto os outros autores utilizaram a 
extração líquido-líquido com éter. Portanto, também é possível que a extração 
líquido-líquido tenha corroborado com a recuperação dos analitos de modo a 
compensar a maior dificuldade de ionização da canagliflozina como aduto, 
justificando a obtenção de LIQ’s relativamente baixos mesmo nos estudos que 
utilizaram o modo de ionização positivo. 
      Nos métodos encontrados para a dapagliflozina em plasma (TABELA 7), 
também foram utilizadas as técnicas de CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM, porém em 
todas as publicações foi observada a utilização do modo de ionização negativo, em 
que o íon precursor da dapagliflozina foi desprotonado. Além disso, todos utilizaram 
a extração em fase sólida. Então os métodos apresentaram alta sensibilidade com 
LIQ’s relativamente baixos através de preparo de amostra mais complexo.  
      Quanto à empagliflozina, não foi selecionado ao final da revisão sistemática 
nenhum artigo que a quantificasse em plasma (TABELA 8). 
      Apesar de terem sido encontrados, ao final da revisão sistemática, quatro artigos 
sobre métodos de quantificação da canagliflozina e dois da dapagliflozina em 
plasma humano, em que foram disponibilizados os intervalos das curvas de 
calibração e estes foram satisfatórios, tais estudos apresentaram métodos capazes 
de quantificar apenas um fármaco. 
      Além disso, as recomendações das diretrizes quanto ao tratamento com as 
gliflozinas consistem na terapia combinada com a metformina. Assim torna-se muito 
vantajoso obter um método que quantifique simultaneamente tanto a metformina 
quanto as gliflozinas, pois são reduzidos custos e tempo de análise. 
      Portanto, o método desenvolvido pelo presente trabalho, ao permitir a 
quantificação dos quatro antidiabéticos, será mais completo quando comparado ao 
que existe na literatura para a cagagliflozina e a dapagliflozina, além de proporcionar 
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uma alternativa para a quantificação da empagliflozina, que até então, tem sido 
analisada em estudos farmacocinéticos por laboratórios terceirizados. 
        
 
5.2 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO CLAE-EM/EM 
 
5.2.1 Otimização dos parâmetros do espectrômetro de massas 
 
5.2.1.1 Otimização do sinal dos analitos 
 
      Em função das massas molares da metformina, canagliflozina, dapagliflozina e 
empagliflozina, que correspondem ao intervalo de 129,1 a 450,14 g.mol-1, e da 
polaridade das mesmas, em que a primeira é polar e as demais possuem polaridade 
intermediária, foi definida a fonte de ionização electrospray (ESI).  
      Como analisador foi escolhido o triplo quadrupolo, que mesmo em matrizes 
complexas, permite a quantificação de substâncias com grande seletividade e 
sensibilidade. 
      O modo de ionização foi definido com base na estrutura da metformina. Esta 
apresenta muitos nitrogênios e é deficiente em grupos químicos que tenham a 
tendência de perder prótons, além disso, não foram encontrados estudos na 
literatura que tenham utilizado o modo negativo. Portanto, considerando o objetivo 
de desenvolver um método simultâneo de quantificação para os quatro analitos e a 
limitação da metformina quanto ao modo de ionização, seria necessário utilizar o 
modo positivo. 
      Na literatura, os menores limites inferiores de quantificação foram obtidos com 
métodos que utilizaram o modo de ionização negativo tanto para a canagliflozina 
quanto para a dapagliflozina (TABELAS 6 e 7). Desse modo é observado a formação 
do íon desprotonado ao invés do adutado, que apresenta menor capacidade de 
ionização e que é comum para tais analitos no modo de ionização positivo. Porém, 
mesmo as gliflozinas apresentando estas características, em função da metformina, 
o modo de ionização positivo foi selecionado. Com isso, o maior desafio para o 
presente trabalho foi desenvolver um método de quantificação com parâmetros 
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analíticos que favorecessem os quatro analitos de interesse e não apenas as 
gliflozinas.  
      Inicialmente, por meio do modo Multiple ions (MI), no modo de ionização 
positivo, foi avaliada a intensidade e a estabilidade do sinal dos analitos em soluções 
de trabalho preparadas com acetonitrila/água (50:50, v/v) e contendo diferentes 
proporções dos aditivos ácido fórmico e formiato de amônio. O primeiro aditivo é o 
mais utilizado para favorecer a ionização da metformina, enquanto o segundo é o 
mais citado para a ionização dos inibidores de SGLT2. 
      Para a metformina o íon protonado [M+H]+, m/z 130,2 (FIGURA 5), foi o mais 
intenso e estável, no entanto para os inibidores de SGLT2, os íons precursores de 
maior intensidade, estabilidade e que geraram fragmentos mais intensos foram os 
adutados com amônio [M+NH4]+, m/z 462,1 para canagliflozina; 426,2 para 
dapagliflozina e 468,0 para a empagliflozina (FIGURA 5).  
      Apesar da restrição à utilização de íons adutados em métodos de quantificação, 
existem na literatura alguns métodos para a canagliflozina e a dapagliflozina que 
quantificam esses analitos através dos seus íons na forma de aduto de amônio, por 
meio de métodos validados (GRIMALT et al., 2005; AUBRY et al., 2010; 
OBERMEIER et al., 2010; MAMIDI et al., 2014; DEVINENI et al., 2015b; DEVINENI 
et al., 2015a). Desta forma, a existência desses estudos indica que tais moléculas 
são favoráveis a formação de aduto de modo reprodutivo.  
      Além disso, Grimalt e colaboradores (2005) avaliaram a utilização de diferentes 
tipos de aduto no desenvolvimento de um método analítico quantitativo, e 
destacaram que o método deve ser reprodutível e sensível, sendo esta última 
característica dependente da afinidade dos íons para a formação do aduto e da 
abundância dos íons produtos.  Esses autores também discutiram que a utilização 
de adutos de amônio é vantajosa frente aos adutos de sódio, devido aos adutos de 
sódio apresentarem uma pobre fragmentação, possivelmente relacionada ao 
tamanho relativamente grande do átomo de sódio e sua forte interação com átomos 
de oxigênio, dificultando a formação dos íons produtos.  
      Tal fato, também foi observado nos experimentos do presente estudo, apenas 
com elevada energia de colisão havia fragmentação da canagliflozina adutada com 
sódio, ocorrendo excessiva fragmentação com formação de íons produto de 
intensidade muito baixa. 
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      Portanto, foram considerados como íons precursores de interesse a metformina 
protonada (m/z 130,0) e a canagliflozina (m/z 462,0), dapagliflozina (m/z 426,2) e 
empagliflozina (m/z 468,0) adutadas com amônio. Estes foram os únicos íons 
precursores monitorados, pois não foi utilizada padronização interna. 
      A decisão sobre o padrão interno foi baseada em Wieling e colaboradores 
(2012), de acordo com eles a primeira escolha para padronização interna é o padrão 
marcado isotopicamente, porém eles também afirmam que mesmo esse tipo de 
padrão, em alguns casos, pode não ter um comportantamento tão semelhante aos 
analitos de interesse, podendo prejudicar a análise de alguma forma. E a maior 
desvantagem da utilização desse padrão é, na verdade, o seu alto custo e por esse 
motivo não era uma opção utilizá-lo no presente trabalho (WIELING, 2012). 
      Quanto a substâncias análogas aos analitos de interesse, aqueles mesmos 
autores revelaram uma situação com a morfina, em que sua curva de calibração 
ficou melhor sem o padrão interno hidromorfona e afirmaram ainda que, 
especialmente nos casos de métodos bioanalíticos de CLAE-EM/EM, não deveria 
ser feita uma padronização interna forçada, que caso fosse prejudicial ao método, 
era preferível não utilizar padrão interno (WIELING, 2012). 
      Além disso, na RDC 27 da ANVISA é possível encontrar que, desde que 
justificável, o uso do padrão interno não é obrigatório. Assim, considerando que a 
empagliflozina e a dapagliflozina formam íons adutados com baixa capacidade de 
ionização e que qualquer adequação dos parâmetros analíticos em favor dos 
padrões internos poderia prejudicá-las ainda mais, justifica-se a não utilização da 
padronização interna. E como o método desenvolvido pelo presente trabalho é 
validado, a confiabilidade dos resultados será mantida (BRASIL, 2012). 
      É possível ver na (FIGURA 6) as intensidades do íon precursor de cada analito 
na presença dos aditivos em diferentes proporções. As concentrações de 1 e 3 mM 
de formiato de amônio foram as responsáveis pela melhor ionização dos analitos. 
Considerando que a dapagliflozina e a empagliflozina, que ionizaram com maior 
dificuldade, apresentaram íons de mesma intensidade em formiato de amônio 1 e 3 
mM, optou-se por selecionar o 3 mM para compor a fase móvel tendo em vista a 






FIGURA 5. ESPECTRO DE VARREDURA DOS ANALITOS METFORMINA, CANAGLIFLOZINA, 
DAPAGLIFLOZINA E EMPAGLIFLOZINA 
 
DADOS: Analitos em ACN:água (50:50, v/v), 3 mM formiato de amônio (solução de trabalho contendo 
os analitos na concentração de 100 ng/mL).  Injeção direta , fonte de ionização: ESI, analisador : triplo 
quadrupolo, modo de ionização: positivo - Full Scan. Canag.: canagliflozina, dapag.: dapagliflozina, 
empag.: empagliflozina e metf.: metformina. 






























FIGURA 6. INTENSIDADE DOS ANALITOS EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE ADITIVOS 
 
NOTA: AFO- ácido fórmico, FA- formiato de amônio. 
FONTE: O autor (2018). 
 
      A combinação dos dois aditivos foi testada para garantir que a presença do ácido 
fórmico não prejudicaria demasiadamente a ionização dos analitos caso fosse 
necessária a inserção de um ácido na fase móvel durante a otimização da 
cromatografia. As concentrações dos aditivos combinados foram selecionadas com 
base no melhor resultado gerado para cada aditivo isolado, ou seja, 3 mM para o 
formiato de amônio e 0,05% para o ácido fórmico. Por não aparecer uma diferença 
significativa na intensidade dos íons precursores para a maioria dos analitos quando 
comparado o ácido fórmico 0,05% com o 0,1%, a menor concentração foi escolhida. 
Como é possível observar na (FIGURA 6), ocorreu uma pequena diminuição nas 
intensidades dos analitos quando o ácido fórmico 0,05% foi adicionado ao formiato 
de amônio 3 mM, no entanto ainda será possível utilizar esse ácido, posteriormente, 
na fase móvel caso seja necessário.   
      Os íons fragmentos também foram observados. Para os aditivos formiato de 
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0,05% os fragmentos de maior intensidade para cada analito foram os mesmos 
(TABELA 9). 
 
TABELA 9. IONS PRECURSORES E SEUS FRAGMENTOS DE MAIOR INTENSIDADE 
OBSERVADOS PARA CADA ANALITO 
Analito Íon precursor  Íon fragmento 
  191,2 
Canagliflozina 462,0 147,2 
  267,1 
  167,1 
Dapagliflozina 426,2 135,3 
  354,9 
  71,0 
Empagliflozina 468,0 451,1 
  354,9 
  71,1 
Metformina 130,0 60,1 
  85,2 
FONTE: O autor (2018). 
 
5.2.1.2 Análise por Multiple Reaction Monitoring (MRM) 
       
      Na sequência, foi realizada a otimização dos parâmetros de voltagem do 
analisador através do MRM. Para tanto, foi mantida a mesma concentração dos 
analitos utilizada para a otimização do sinal dos mesmos, 100 ng.mL-1, pois a 
intensidade obtida estava adequada (intensidade na ordem entre E+05 e E+06). Os 
parâmetros individuais obtidos com o MRM para cada analito (DP, EP, CEP, CE e 
CXP) estão descritos na (TABELA 10). Tais parâmetros forneceram os três íons 
fragmento mais intensos para cada analito. O íon fragmento mais intenso para a 
canagliflozina, dapagliflozina e metformina foi utilizado para quantificação, enquanto 
os outros dois foram utilizados para a qualificação das mesmas. Porém, no caso da 
empagliflozina o íon fragmento mais intenso resultou da perda de água, a qual não é 
recomendada a utilização tendo em vista uma perda neutra tão pequena. Nesse 
sentido foi escolhido o segundo fragmento mais intenso para a quantificação desse 
analito, sendo os outros dois definidos para a qualificação do mesmo.  
      De acordo com a literatura e com a análise das massas dos elementos que 
compõe as moléculas de canagliflozina, dapagliflozina, empagliflozina e metformina, 
foi apresentada na (FIGURA 7) a sugestão de fragmentação dos íons precursores 
77 
 
monitorados durante a quantificação dos analitos (CHEN et al., 2014; MAMIDI et al., 
2014).  
 
TABELA 10. TRANSIÇÕES MONITORADAS (ÍON PRECURSOR -> ÍON FRAGMENTO) E 
PARÂMETROS AJUSTADOS NO ESPECTRÔMETRO DE MASSAS PARA A DETERMINAÇÃO DOS 
INIBIDORES DE SGLT2 E METFORMINA EM PLASMA 








CEP (V) CE 
(eV) 
CXP (V) 
  191,2 a  31 4 22 31 4 
Canagliflozina 462,0 147,2 b 31 4 22 33 4 
  267,1 b 31 4 22 23 6 
  167,1 a 31 4 20 29 4 
Dapagliflozina 426,2 135,3 b 31 4 20 23 4 
  354,9 b 31 4,5 20 19 28 
  71,0 b 31 4 20 37 4 
Empagliflozina 468,0 451,1 b 21 4 20 17 10 
  354,9 a 21 4 20 21 26 
  71,1 a 31 4 10 27 4 
Metformina 130,0 60,1 b 31 4 10 17 4 
  85,2 b 31 4 10 19 4 
NOTA: a: íons fragmento de quantificação dos analitos e b: íons fragmento de qualificação dos 
analitos. 


















FIGURA 7. SUGESTÃO DE FRAGMENTAÇÃO DOS ANALITOS (TRANSIÇÕES DE 
QUANTIFICAÇÃO) 
 







5.2.1.3 Análise por Injeção em Fluxo (FIA) 
 
      Após o acoplamento do cromatógrafo com o espectrômetro de massas, sem a 
utilização de coluna cromatográfica, foi realizada a otimização dos parâmetros da 
fonte de ionização através do FIA. Tais parâmetros incluem o gás de interface 
(CUR), o gás de colisão (CAD), o gás de nebulização (GS1), o gás auxiliar (GS2), a 
voltagem do capilar (IS) e a temperatura da fonte, os valores correspondentes aos 
parâmetros otimizados estão na (TABELA 11). 
 
TABELA 11. PARÂMETROS DA FONTE DE IONIZAÇÃO OTIMIZADOS PELAS ANÁLISES DE 
INJEÇÃO EM FLUXO 
Parâmetros da fonte de ionização Valores obtidos 
CUR 15 psi 
CAD 6 psi 
GS1 40 psi 
GS2 40 psi 
IS 5000 V 
Temperatura 450 °C 
NOTA: CUR - gás de interface, CAD - gás de colisão,  GS1 - gás de nebulização,  GS2 - gás auxiliar, 
IS - voltagem do capilar. 
FONTE: O autor (2018). 
 
5.2.2 Otimização da cromatografia 
 
5.2.2.1 Coluna cromatográfica 
 
      Considerando os dados descritos na literatura e as polaridades dos analitos, que 
variavam entre alta e intermediária, foram selecionadas as colunas do tipo C8 (X-
Bridge, Waters, C8 2,1 X 50 mm, 5 μm) e fenil (ZORBAX Eclipse, Agilent, XDB-
Phenyl 4,6 X 150 mm, 5 μm), específicas para separar compostos de polaridade 
intermediária e a coluna C18 (X-Bridge, Waters, C18 2,1 X 100 mm, 5 μm), muito 
utilizada para separar compostos de menor polaridade. A fase móvel (A – água 
contendo o aditivo formiato de amônio 3 mM; B – acetonitrila:água (95:5, v/v) 
contendo formiato de amônio 3 mM), o modo de eluição (isocrático 50:50 A:B),  o 
volume de injeção (20 μL), o fluxo da fase móvel (200 μL.min-1) e a temperatura 
(25 °C) foram mantidos os mesmos para as diferentes colunas para fins 
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comparativos. A concentração dos analitos foi escolhida de modo a proporcionar 
picos intensos nos cromatogramas e, considerando que a metformina apresenta 
melhor ionização do que os inibidores de SGLT2, aquela foi utilizada em menor 
concentração do que os demais (metformina 100 ng.mL-1 e inibidores de SGLT2 
1000 ng.mL-1). 
      Com base na resolução e formato dos picos o cromatograma obtido com a 
coluna C18 foi o mais adequado (FIGURA 8). Além disso, no cromatograma obtido 
com a coluna fenil, o pico correspondente a dapagliflozina apresentou intensidade e 
área, na ordem de 103 e 104, respectivamente. No cromatograma obtido com as 
colunas C18 e C8, o pico correspondente a esse mesmo analito apresentou valores 
na ordem de 104 e 105, respectivamente para intensidade e área. Portanto, a coluna 
fenil proporcionou as menores intensidades de sinal e área. Ainda com relação a 
esses dois parâmetros, o pico correspondente a empagliflozina, presente no 
cromatograma da coluna C8, apresentou valores na ordem de 103 e 104, 
respectivamente, sendo menores que os resultados apresentados pelo pico desse 
mesmo analito no cromatograma da coluna C18 que foi da ordem de 104 e 105.  
      Em virtude da ionização das gliflozinas como aduto (pseudo íon molecular), o 
qual é menos intenso e da menor concentração das mesmas quando comparadas a 
metformina, selecionou-se a coluna cromatográfica que promoveu um melhor 
resultado para essa classe, ou seja, a coluna X-Bridge, Waters, C18 2,1 X 100 mm, 
5 μm foi escolhida para dar sequência às próximas otimizações. Colunas do tipo C18 
também foram utilizadas em outros métodos cromatográficos para a quantificação 
dos analitos canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina encontrados na literatura 
(TABELAS 6, 7 e 8).    











FIGURA 8. TESTE DE COLUNA CROMATOGRÁFICA 
 
NOTA: A- coluna X-Bridge, Waters, C18 2,1 X 100 mm, 5 μm; B- coluna X-Bridge, Waters, C8 2,1 X 
50 mm, 5 μm; C- coluna ZORBAX Eclipse, Agilent, XDB-Phenyl 4,6 X 150 mm, 5 μm. MET- 
metformina; EMPA- empagliflozina; DAPA- dapagliflozina; CANA- canagliflozina. Analitos em solução, 
metformina na concentração de 100 ng.mL-1 e demais compostos a 1000 ng.mL-1, diluente – 
água/acetonitrila 50:50, v/v. Modo de eluição isocrático 50:50 A:B (A:acetonitrila, B:acetonitrila:água 
95:5, v/v, ambos com formiato de amônio 3 mM), volume de injeção: 20 μL, fluxo da fase móvel para 
a coluna fenil: 400 μL.min-1 , para as outras colunas fluxo: 200 μL min-1  e temperatura de 25 °C. 
FONTE: O autor (2018). 
 
5.2.2.2 Acréscimo de ácido na fase móvel 
        
      Foi testado acidificar a fase móvel acrescentando o ácido fórmico para avaliar se 
uma possível alteração na interação dos analitos com a fase estacionária e a fase 
móvel promoveria um afilamento dos picos cromatográficos. Foi avaliada a 
concentração de 0,05% de ácido fórmico, que já havia sido utilizada na otimização 
da ionização dos fármacos na infusão direta e também a concentração de 0,1%. O 
melhor resultado foi obtido com a maior concentração que gerou picos no 
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cromatograma de CLAE-EM/EM mais afilados para a empagliflozina e para a 
dapagliflozina.  
      Portanto, a fase móvel passou a ser formiato de amônio 3 mM e ácido fórmico 
0,1%. 
 
5.2.2.3 Teste de gradiente 
 
      Devido a significativa diferença de polaridade entre a metformina e as gliflozinas, 
seria provável que o modo de eluição gradiente proporcionasse o melhor perfil 
cromatográfico para os analitos. Por isto, diferentes gradientes foram avaliados e os 
resultados mais significativos foram obtidos com uma alteração brusca na proporção 
de fase móvel após o tempo 2 minutos, utilizando como fase A: água e B: 
acetonitrila:água (95:5, v/v), ambos contendo formiato de amônio 3 mM e ácido 
fórmico 0,1%. Os três gradientes considerados foram: 
 Gradiente 1: t0-1.0 min: 95% A; t1.0-2.0 min: 95-20% A; t2.0-5.0 min: 20% A; t5.0-6.0 min: 
20-95% A; t6.0-9.0 min: 95% A. 
 Gradiente 2: t0-1.0 min: 95% A; t1.0-2.0 min: 95-10% A; t2.0-5.0 min: 10% A; t5.0-6.0 min: 
10-95% A; t6.0-9.0 min: 95% A. 
 Gradiente 3 : t0-1.0 min: 95% A; t1.0-2.0 min: 95-30% A; t2.0-5.0 min: 30% A; t5.0-6.0 min: 
30-95% A; t6.0-9.0 min: 95% A. 
      Em comparação ao modo isocrático, o gradiente apresentou melhor resolução 
de picos e, principalmente, proporcionou que as gliflozinas se afastassem mais do 
tempo correspondente ao volume morto para essa coluna (0,6 minutos), no qual 
muitos interferentes presentes no plasma poderiam interferir na ionização e 
quantificação.  
      Quanto ao gradiente mais adequado, o melhor resultado foi obtido com o 
gradiente 3 (FIGURA 9, letra C) em que os picos apresentaram maior separação e 
simetria. No entanto, foram observados problemas de reprodutibilidade entre 
cromatogramas de amostras avaliadas em sequência, possivelmente devido a falta 
de tempo de reequilíbrio da coluna entre análises sucessivas. Possibilidades para 
contornar essa situação seriam aumentar o tempo da corrida cromatográfica ou 
diminuir o tempo de retenção dos analitos, o que poderia ser obtido com a 
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diminuição do comprimento da coluna. Optou-se por avaliar, inicialmente, a segunda 
possibilidade. 
 
FIGURA 9. TESTE DE GRADIENTE 
 
NOTA: (A) t0-1.0 min: 95% A; t1.0-2.0 min: 95-20% A; t2.0-5.0 min: 20% A; t5.0-6.0 min: 20-95% A; t6.0-9.0 min: 95% A, 
(B) t0-1.0 min: 95% A; t1.0-2.0 min: 95-10% A; t2.0-5.0 min: 10% A; t5.0-6.0 min: 10-95% A; t6.0-9.0 min: 95% A e (C) t0-
1.0 min: 95% A; t1.0-2.0 min: 95-30% A; t2.0-5.0 min: 30% A; t5.0-6.0 min: 30-95% A; t6.0-9.0 min: 95% A, em que 
A:acetonitrila, B:acetonitrila:água 95:5, v/v, ambos com formiato de amônio 3 mM e ácido fórmico 
0,1%.Coluna X-Bridge, Waters, C18 2,1 X 100 mm, 5 μm. Analitos em solução, metformina na 
concentração de 100 ng.mL-1 e demais compostos a 1000 ng.mL-1, diluente – água/acetonitrila, 50:50, 
v/v.  Volume de injeção: 20 μL, fluxo da fase móvel 200 μL.min-1  e temperatura de 25 °C. 
FONTE: O autor (2018). 
 
5.2.2.4 Alteração da coluna por outra de menor comprimento 
 
      Com o objetivo de diminuir o tempo de retenção dos analitos, foi avaliada uma 
coluna de mesmo tipo da utilizada até o momento, porém de menor comprimento (X-
bridge C18 2,1 x 50 mm, 5 μm).  Como é observado na (FIGURA 10), tanto a 
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metformina quanto as gliflozinas apresentaram menor tempo de retenção. A 
canagliflozina, último analito a sair da coluna, passou de 8,5 minutos para o 6,9 
minutos. Assim foi possível alcançar o reequilíbrio da coluna antes da próxima 
amostra ser analisada sem aumentar o tempo de corrida, sendo obtida 
reprodutibilidade com o tempo de corrida de 9 minutos. Portanto, a coluna X-bridge 
C18 (2,1 x 100 mm, 5 μm) foi substituída pela X-bridge C18  (2,1 x 50 mm, 5 μm).  
      Com a corrida cromatográfica já definida, foi realizada, ainda, uma última 
tentativa de melhorar o perfil cromatográfico dos picos. Resultados significativos 
foram obtidos com a alteração da fase móvel, diminuindo a concentração de formiato 
de amônio e aumentando a temperatura do forno da coluna.    
 
FIGURA 10. COMPARAÇÃO ENTRE CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR COLUNAS C18 DE 
DIFERENTES COMPRIMENTOS 
 
NOTA: A- coluna X-Bridge, Waters, C18 2,1 X 100 mm, 5 μm; B- coluna X-Bridge, Waters, C18 2,1 X 
50 mm, 5 μm. Analitos em solução, metformina na concentração de 100 ng.mL-1 e demais compostos 
a 1000 ng.mL-1, diluente – água/acetonitrila 50:50, v/v. Modo de eluição gradiente t0-1.0 min: 95% A; t1.0-
2.0 min: 95-30% A; t2.0-5.0 min: 30% A; t5.0-6.0 min: 30-95% A; t6.0-9.0 min: 95% A, em que A: água, B: 
acetonitrila:água (95:5, v/v) e ambos contendo formiato de amônio 3 mM e ácido fórmico 0,1 %. As 
demais condições cromatográficas foram mantidas as mesmas do teste anterior.  





5.2.2.5 Diminuição da proporção de formiato de amônio na fase móvel 
 
      A redução da concentração do formiato de amônio de 3 mM para 1 mM permitiu 
uma redução ainda maior do pH, alcançando o valor 2. Como resultado (FIGURA 
11), todos os picos se tornaram mais afilados. Além disso, houve uma inversão nas 
intensidades entre a canagliflozina e a metformina, o que aumentou a 
proporcionalidade entre os picos da metformina e das gliflozinas.   
 
 
FIGURA 11. CROMATOGRAMA APÓS A ALTERAÇÃO DA PROPORÇÃO DE FORMIATO DE 
AMÔNIO NA FASE MÓVEL 
 
NOTA: Analitos em solução, metformina na concentração de 100 ng.mL-1 e demais compostos a 1000 
ng.mL-1, diluente – água/acetonitrila, 50:50, v/v. Coluna XBridge C18 (2,1 X 50 mm, 5 μm), gradiente   
t0-1.0 min: 95% A; t1.0-2.0 min: 95-30% A; t2.0-5.0 min: 30% A; t5.0-6.0 min: 30-95% A; t6.0-9.0 min: 95% A, em que A: 
água, B: acetonitrila:água (95:5, v/v) e ambos contendo formiato de amônio 1 mM e ácido fórmico 0,1 
%. Demais condições cromatográficas foram mantidas as mesmas dos testes anteriores. 
FONTE: O autor (2018). 
 
5.2.2.6 Elevação da temperatura  
 
      Dentre as temperaturas avaliadas, a de 35 °C proporcionou picos levemente 




5.2.2.7 Adição de pré – coluna 
 
      Durante a análise de várias amostras em sequência, foi observado o aumento da 
pressão do sistema cromatográfico. Devido a possibilidade de acúmulo de 
componentes da matriz de plasma na coluna, foi avaliado o acréscimo de uma pré - 
coluna (Xbridge C18 - 2.1 x 10 mm, 5 μm). As alterações de pressão não foram mais 
observadas, assim a pré-coluna foi incluída no método final, pronto para o início do 
processo de validação. Com essa mudança, houve apenas uma discreta diminuição 
no tempo de retenção dos analitos, que passaram a ser de 7,2 minutos para a 
canagliflozina, 6,7 minutos para a dapagliflozina, 6,3 minutos para a empagliflozina e 
1,2 minutos para a metformina (FIGURA 12). 
 
FIGURA 12. CROMATOGRAMA OBTIDO COM A UTILIZAÇÃO DE PRÉ-COLUNA 
 
NOTA: Analitos em solução, metformina na concentração de 100 ng.mL-1 e demais compostos a 1000 
ng.mL-1, diluente – água/acetonitrila, 50:50, v/v. Coluna XBridge C18 (2,1 X 50 mm, 5 μm), gradiente   
t0-1.0 min: 95% A; t1.0-2.0 min: 95-30% A; t2.0-5.0 min: 30% A; t5.0-6.0 min: 30-95% A; t6.0-9.0 min: 95% A, em que A: 
água, B: acetonitrila:água (95:5, v/v) e ambos contendo formiato de amônio 1 mM e ácido fórmico 0,1 
%. Demais condições cromatográficas foram mantidas as mesmas dos testes anteriores, foi utilizada 
pré - coluna Xbridge C18 - 2.1 x 10 mm, 5 μm. 


















5.3 PREPARO DE AMOSTRA 
 
      Com o intuito de remover interferentes e obter a melhor recuperação dos 
analitos, foram consideradas, inicialmente, diferentes técnicas de preparo de 
amostras. No entanto, devido a elevada polaridade da metformina, havia baixa 
probabilidade de extração em solventes pouco polares, utilizados em extração 
líquido-líquido, e elevada probabilidade de perdas nas lavagens, necessárias 
durante a extração em fase sólida. Assim, foram realizados testes preliminares por 
meio dessas duas técnicas para confirmação desta possibilidade e, como previsto, 
não foram observados picos cromatográficos referentes a metformina durante a 
análise das amostras. 
      As técnicas de preparo de amostra encontradas na literatura em estudos cujos 
métodos de quantificação apresentaram menor limite inferior de quantificação foram 
a extração líquido-líquido com éter para a canagliflozina e a extração em fase sólida 
para a dapagliflozina (TABELAS 6 e 7). Entretanto, em função dos resultados 
observados para a metformina não seria possível utilizar estas técnicas. Portanto, a 
precipitação de proteínas foi selecionada. 
      Os solventes utilizados para o teste de precipitação de proteínas foram 
selecionados com base na literatura (TABELAS 6, 7 e 8), dentre os quais os mais 
utilizados para as gliflozinas foram acetonitrila e metanol. Além disso, o acréscimo 
de ácido foi considerado pela sua propriedade de desnaturar as proteínas, 
auxiliando na precipitação das mesmas. 
      As gliflozinas foram os analitos de maior prioridade de recuperação devido a sua 
menor capacidade de ionização quando comparada à metformina. 
      Como é possível observar na (FIGURA 13), os solventes acetonitrila com ácido 
fórmico 0,1% e 1% foram os mais eficientes na precipitação de proteínas, 
proporcionando a obtenção de picos cromatográficos com áreas maiores para as 
gliflozinas, ou seja, houve maior recuperação desses analitos. Considerando essas 
duas opções de agente precipitante, o que melhor recuperou a metformina foi o que 
continha ácido fórmico 0,1%. Além disso, este proporcionou uma menor variação de 
resultados entre as replicatas, sendo assim, mais reprodutivo. Portanto a acetonitrila 
com ácido fórmico 0,1% foi selecionada como solvente de precipitação no preparo 




FIGURA 13. TESTE DOS SOLVENTES UTILIZADOS NA PRECIPITAÇÃO DE PROTEÍNAS 
 
FONTE: O autor (2018). 
 
5.4 VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO 
 
5.4.1 Limite inferior de quantificação (LIQ) 
 
      O método desenvolvido apresentou LIQ de 10 ng.mL-1 para a dapagliflozina, 15 
ng.mL-1 para a empagliflozina e 25 ng.mL-1 para a canagliflozina e metformina. Para 
o desenvolvimento desse método, que quantifica os analitos simultaneamente, foram 
considerados os parâmetros bioanalíticos mais adequados para os quatro analitos 
em conjunto. Quando são desenvolvidos métodos para um único analito, esses 
parâmetros são exclusivamente definidos para a substância de interesse, dessa 
forma, é obtida maior sensibilidade e um LIQ menor. Na literatura, os métodos 
encontrados para canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina são exclusivos para 
um único analito. Portanto, quando comparado com o que existe na literatura, os 
LIQs apresentados no presente trabalho para tais compostos são maiores. No 
entanto, considerando as vantagens de um método simultâneo para diferentes 
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analitos e a aplicabilidade desse tipo de método para um maior número de 
situações, os resultados obtidos são justificáveis. Quanto a metformina, O LIQ obtido 




      Como apresentado na (FIGURA 14), picos interferentes presentes na matriz 
biológica foram encontrados no tempo de retenção dos analitos (resposta obtida 
com os plasmas branco). No entanto, eles apresentaram intensidade reduzida, 
inclusive confundindo-se com o ruído, quando comparados com a resposta dos 
analitos nas amostras correspondentes ao LIQ. Conforme as recomendações, os 
picos que apareceram no tempo de retenção dos analitos em plasmas branco não 
excederam 20% da resposta dos analitos na concentração do LIQ. Portanto, o modo 
de monitoramento das transições (MRM) garantiu a elevada seletividade do método 





















FIGURA 14. CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE-EM/EM PARA O ESTUDO DE 
SELETIVIDADE 
 
NOTA: (A) plasma branco normal, (B) plasma branco lipêmico, (C) plasma branco hemolisado, (D) 
plasma branco normal fortificado com os analitos na concentração do LIQ. 
FONTE: O autor (2018). 
 
5.4.3 Curva de calibração 
 
      As curvas de calibração apresentaram excelente linearidade, com coeficientes 
de correlação (r) superiores a 0,99 para todos os analitos. A equação linear e o 
coeficiente de correlação da curva de cada composto está presente na (FIGURA 
15). Além disso, foi obtida exatidão com variação inferior a 20% para os pontos 
correspondentes ao LIQ e inferior a 15% para os demais pontos (TABELAS 12 a 15). 
Esses resultados garantiram uma resposta confiável, independentemente das 








































Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min) 
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FIGURA 15. CURVAS DE CALIBRAÇÃO DA CANAGLIFLOZINA, DAPAGLIFLOZINA, 
EMPAGLIFLOZINA E METFORMINA EM AMOSTRAS DE PLASMA BRANCO FORTIFICADO 
 
FONTE: O autor (2018). 
 
TABELA 12. EXATIDÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO DA CANAGLIFLOZINA PELO MÉTODO DE 
CLAE-EM/EM 
Concentração nominal (ng.mL-1) Replicata Exatidão 
1° dia 2°dia 3°dia 
1 110 89,2 109 
25 2 87,3 88,2 97,2 
  3 101 81,9 104 
  1 90,1 124 124 
250 2 98,7 115 113 
  3 74 113 118 
  1 109 114 112 
500 2 108 114 109 
  3 123 114 108 
  1 105 113 114 
1000 2 107 111 113 




Concentração (ng/mL) Concentração (ng/mL) 
Concentração (ng/mL) Concentração (ng/mL) 
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(CONCLUSÃO) TABELA 12. EXATIDÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO DA CANAGLIFLOZINA 
PELO MÉTODO DE CLAE-EM/EM 
  
 Exatidão  Concentração nominal (ng.mL-1) Replicata 
  1° dia 2°dia 3°dia 
  1 102 101 109 
2000 2 104 106 110 
  3 101 108 110 
  1 96,2 105 105 
3000 2 97,8 107 100 
  3 98,7 109 98,2 
  1 96,3 97,2 103 
4000 2 92,9 92,5 96,7 
  3 98,4 101 98,4 
  1 99,1 94,7 92,7 
5000 2 98,9 89,8 93,2 
  3 100 90,6 93 
FONTE: O autor (2018). 
 
TABELA 13. EXATIDÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO DA DAPAGLIFLOZINA PELO MÉTODO DE 
CLAE-EM/EM 
Concentração nominal (ng.mL-1) Replicata Exatidão 
1° dia 2°dia 3°dia 
1 103 96,2 104 
10 2 92,5 96,3 91,1 
  3 108 93,9 102 
  1 86 83,9 96,5 
30 2 104 88,5 103 
  3 101 87 104 
  1 113 97,4 103 
50 2 86,2 101 98,1 
  3 90 106 93,7 
  1 98,9 105 99,5 
80 2 109 105 102 
  3 105 105 92,3 
  1 102 96,7 99,6 
100 2 100 100 96,5 
  3 104 99,1 100 
  1 97,7 98,9 106 
200 2 99,6 96,8 100 
  3 101 103 94,7 
  1 99,3 102 96,7 
300 2 104 98,8 99,6 
  3 101 100 99,5 
93 
 
(CONCLUSÃO) TABELA 13. EXATIDÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO DA DAPAGLIFLOZINA 
PELO MÉTODO DE CLAE-EM/EM 





3°dia   
  1 102 98 100 
400 2 96,3 97,8 99,1 
  3 97,8 100 98,6 
FONTE: O autor (2018). 
 
 
TABELA 14. EXATIDÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO DA EMPAGLIFLOZINA PELO MÉTODO DE 
CLAE-EM/EM 
Concentração nominal (ng.mL-1) Replicata Exatidão 
1° dia 2°dia 3°dia 
1 92,6 92,1 101 
15 2 112 85,3 91,2 
  3 115 85,5 101 
  1 122 97,2 97,2 
50 2 98,2 100 110 
  3 122 97,6 107 
  1 88,4 94,4 96,1 
100 2 89,5 88,1 101 
  3 108 87,5 95,3 
  1 92,7 103 107 
200 2 102 113 108 
  3 97,2 97,6 107 
  1 104 105 95 
400 2 106 110 97 
  3 103 95,3 96,6 
  1 93 95,2 105 
600 2 90,8 94,8 99 
  3 90,2 92,7 102 
  1 96,9 96,5 103 
800 2 100 89,8 99,9 
  3 97,5 95,4 98,7 
  1 101 95,9 98,9 
1000 2 102 105 97,1 
  3 102 105 96,5 





TABELA 15. EXATIDÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO DA METFORMINA PELO MÉTODO DE 
CLAE-EM/EM 
Concentração nominal (ng.mL-1) Replicata Exatidão 
1° dia 2°dia 3°dia 
1 80,2 94,6 84,9 
25 2 80,2 86,1 84,5 
  3 81,7 86,1 95,6 
  1 106 109 115 
250 2 106 111 112 
  3 111 111 116 
  1 114 114 115 
500 2 108 114 114 
  3 113 114 114 
  1 115 114 113 
1000 2 114 112 113 
  3 112 114 115 
  1 108 105 107 
2000 2 113 108 107 
  3 110 105 105 
  1 97,5 99,2 104 
3000 2 99,6 102 103 
  3 105 102 102 
  1 95 93,9 98,5 
4000 2 95,6 95,8 97,9 
  3 99,6 100 98,4 
  1 92,8 100 95,5 
5000 2 93,1 95,1 91,7 
  3 101 98,4 91,8 
FONTE: O autor (2018). 
 
5.4.4 Precisão e exatidão 
 
      Como demonstrado na (TABELA 16), o método foi preciso e exato. Os valores 
obtidos para CV e EPR% de todos os analitos não excederam 20% para o LIQ e 
15% para as demais concentrações em análises intradia e interdia. Além disso, as 
amostras submetidas a diluição, exibiram mesma precisão e exatidão de amostras 
que não foram diluídas. Portanto, o método mostrou exatidão e reprodutibilidade 





TABELA 16. PRECISÃO E EXATIDÃO DA CANAGLIFLOZINA, DAPAGLIFLOZINA, 














% CV% EPR% 
CQ-LIQ 25 14,05 -7,20 8,31 -18,08 19,46 -10,00 14,87 -11,76 
CQB 500 14,72 8,88 0,47 14,48 6,22 14,80 8,69 12,72 
Canag. CQM 2000 1,64 5,00 4,36 8,10 3,14 12,00 4,21 8,37 
CQA 4000 4,48 -1,20 5,44 -6,05 3,32 1,20 5,40 -2,02 
CQD 20000 3,64 3,25 9,54 -0,45 6,00 6,85 7,07 -1,93 
CQ-LIQ 10 12,50 -6,34 4,32 -4,18 11,10 -2,34 9,37 -4,29 
CQB 50 13,98 3,88 4,17 3,72 7,36 3,12 8,75 3,57 
Dapag. CQM 100 3,40 1,82 3,15 -3,36 3,73 1,22 3,99 -0,11 
CQA 300 4,02 1,60 3,45 -0,33 3,02 -0,73 3,44 0,18 
CQD 1000 10,18 8,01 8,96 3,50 8,46 -2,89 13,50 5,95 
 CQ-LIQ 15 19,61 4,7 13,60 -3,07 9,26 -7,33 15,04 -1,91 
CQB 100 13,32 -2,44 10,58 -3,00 3,21 -4,12 9,33 -3,19 
Empag. CQM 400 1,98 5,5 6,98 7,15 6,16 0,65 5,77 4,43 
CQA 800 4,15 -4,08 12,18 2,72 3,44 4,22 8,10 0,96 
CQD 4000 5,31 9,90 10,52 3,62 8,20 3,55 11,06 6,95 
CQ-LIQ 25 0,89 -19,52 15,85 -19,92 6,89 -14,40 9,66 -17,95 
CQB 500 4,26 14,28 0,50 13,92 0,45 14,56 2,32 14,25 
Metf. CQM 2000 3,16 12,70 1,93 7,20 2,04 7,60 3,30 9,17 
CQA 4000 4,43 -2,15 3,35 -4,95 0,78 -2,20 3,31 -3,10 
  CQD 20000 7,39 5,30 4,08 3,30 9,33 -1,25 5,01 -4,27 
NOTA: CQ – controle de qualidade, LIQ – limite inferior de quantificação, CQB – controle de 
qualidade de baixa concentração, CQM – controle de qualidade de média concentração, CQA – 
controle de qualidade de alta concentração, CQD – controle de qualidade de diluição, canag. – 
canagliflozina, dapag. – dapagliflozina, empag. – empagliflozina e metf. – metformina.  
FONTE: O autor (2018). 
 
5.4.5 Efeito residual 
 
      Não foram observados picos interferentes relevantes no tempo de retenção dos 
analitos durante a análise dos plasmas branco injetados após a amostra CQA. Os 
picos encontrados apresentaram menos de 20% da resposta do LIQ, portanto, não 






5.4.6 Recuperação e efeito matriz 
 
      A recuperação foi satisfatória para todos os analitos, foram encontrados valores 
entre 67,12 e 95,20% com adequada reprodutibilidade, CV<10% (TABELA 17), 
portanto, a precipitação de proteínas com ácido fórmico 0,1% pode ser considerada 
efetiva para a extração dos analitos. 
      Quanto ao efeito matriz, é possível afirmar que a influência de interferentes 
presentes no plasma foi insignificante pois a variação do fator matriz normalizado foi 
menor do que 12% (TABELA 17). 
 
TABELA 17. RECUPERAÇÃO E VARIAÇÃO DO FATOR MATRIZ NORMALIZADO (FMN) DOS 
ANALITOS APÓS PRECIPITAÇÃO DE PROTEÍNAS COM ACETONITRILA E ÁCIDO FÓRMICO 
0,1% 
Analito Controle de Qualidade 
Concentração 





CQB 500 68,18 3,47 10,23 
CQM 2000 80,85 6,55 - 
CQA 4000 73,75 2,59 11,82 
Dapag. 
CQB 50 77,51 5,68 7,24 
CQM 100 95,20 7,35 - 
CQA 300 85,80 7,68 7,00 
Empag. 
CQB 100 89,09 8,43 7,81 
CQM 400 79,6 1,26 - 
CQA 800 90,79 3,75 9,63 
Metf. 
CQB 500 67,12 4,72 10,7 
CQM 2000 72,49 4,33 - 
CQA 4000 72,04 9,67 7,39 
NOTA: CQB – controle de qualidade de baixa concentração, CQM – controle de qualidade de média 
concentração, CQA – controle de qualidade de alta concentração, canag. – canagliflozina, dapag. – 
dapagliflozina, empag. – empagliflozina e metf. – metformina.  




      Os analitos em amostras de plasma permaneceram estáveis após 6 horas a 
25 °C (estabilidade de curta duração), 8 horas a 25 °C no equipamento (estabilidade 
pós processamento), após 3 ciclos de congelamento e descongelamento (-40 °C) e 
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também após teste de estabilidade de longa duração, ou seja, a metformina 
permaneceu estável após 30 dias (após 60 dias ela não apresentou estabilidade) e 
as gliflozinas permaneceram estáveis após 60 dias a -40 °C. Os analitos em solução 
permaneceram estáveis após 6 horas a 25 °C e 72 horas a 4 °C. Os resultados de 
precisão e exatidão estiveram dentro dos limites para todos os analitos (CV e EPR 
<15%), os mesmos podem ser encontrados nas (TABELAS 18 e 19). 
 














 (ng.mL-1) CV (%) EPR (%) CV(%) EPR (%) CV (%) 
EPR 
(%) CV (%) EPR (%) 
Canag. 
500 14,57 -1,80 11,08 -0,37 13,56* -0,97* 10,05 0,60 
4000 13,30 -3,00 5,10 -11,67 7,11* -9,54* 4,68 -13,46 
Dapag. 
50 10,16 -6,33 7,00 -4,40 9,92* -4,13* 6,84 -6,23 
300 10,07 -6,83 5,34 0,56 7,15* -3,83* 6,27 -1,33 
Empag. 
100 9,58 6,13 8,18 -6,97 3,94* -0,87* 8,62 -6,97 
800 8,00 7,52 7,20 6,71 7,60* -0,79* 5,43 2,35 
Metf. 
500 5,30 0,30 6,51 -4,33 1,96** 13,9** 5,83 -3,73 
4000 6,26 -6,00 3,31 -2,50 2,22** -1,96** 2,59 -1,29 
NOTA: CV: coeficiente de variação, EPR: erro padrão relativo, * após 2 meses a -40 °C; ** após 1 
mês a -40 °C. Canag. – canagliflozina, dapag. – dapagliflozina, empag. – empagliflozina e metf. – 
metformina.  
FONTE: O autor (2018). 
 
TABELA 19. ESTABILIDADE DOS ANALITOS EM SOLUÇÃO 
Condição de estudo Compostos Concentração nominal (ng.mL-1) CV (%) 




















(CONCLUSÃO) TABELA 19. ESTABILIDADE DOS ANALITOS EM SOLUÇÃO 
Condição de estudo Compostos Concentração nominal (ng.mL-1) CV (%) 


























NOTA: CV: coeficiente de variação. 
FONTE: O autor (2018). 
 
5.5 APLICAÇÃO FARMACOCINÉTICA 
 
      O método desenvolvido foi aplicado em amostras de plasma humano (5 
voluntários) após administração de doses únicas orais dos medicamentos. Quatro 
curvas foram construídas para a metformina (FIGURA 16), uma correspondente a 
metformina administrada sozinha e as outras três, correspondes a associação da 
metformina com canagliflozina ou dapagliflozina ou empagliflozina. As curvas 
correspondes aos perfis das gliflozinas quando administradas com a metformina 
também foram apresentadas (FIGURA 17).   
      Após a dose única oral de 1000 mg, a concentração máxima média de 
metformina variou entre 920,20 e 1279,00 ng.mL-1 para os grupos analisados, 
conforme encontrado para esse analito em Graham e colaboradores (2011), 
enquanto o tempo máximo variou entre 3 e 4 horas. O inibidor de SGLT2 
canagliflozina mostrou uma concentração máxima média de 865 ng.mL-1 nos 
voluntários, que está abaixo dos dados publicados por Devineni e Polidori (2015). 
Dapagliflozina e empagliflozina foram administrados na mesma quantidade (10 mg), 
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e a média de suas respectivas concentrações máximas foram de 127,30 e 142,84 
ng.mL-1. A concentração máxima de dapagliflozina também foi abaixo dos valores 
publicados, Kasichayanula e colaboradores (2014) encontraram uma média de 158 
ng.mL-1, enquanto a concentração máxima de empagliflozina estava dentro dos 
valores publicados por Scheen (2014), 102-171 ng.mL-1. O tempo de ocorrência 
médio da concentração máxima variou entre 1,5 e 2,5 horas para os inibidores de 
SGLT2. O método foi aplicado com êxito, e estudos adicionais com um número 
maior de voluntários seriam necessários para investigar melhor estas observações 
farmacocinéticas (GRAHAM et al., 2011; KASICHAYANULA et al., 2014; SCHEEN, 
2014; DEVINENI; POLIDORI, 2015).  
 
FIGURA 16. CURVA FARMACOCINÉTICA DA METFORMINA 
          
FONTE: O autor (2018). 
 
FIGURA 17. CURVA FARMACOCINÉTICA DOS INIBIDORES DE SGLT2 
          
FONTE: O autor (2018). 
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TABELA 20. PARÂMETROS FARMACOCINÉTICOS DOS ANALITOS  
Medicamento Cmáx. (ng/mL) Tmáx. (h) 
Metformina 920,20 (289,19) 3,5 (2-5) 
Metformina administrada com canagliflozina 963,20 (354,64) 3 (1,5-5) 
Metformina administrada com dapagliflozina 1279,00 (271,49) 3 (2-5) 
Metformina administrada com empagliflozina 1015,00 (229,00) 4 (2-5) 
Canagliflozina administrada com metformina 865,00 (407,38) 1,5 (1-2) 
Dapagliflozina administrada com metformina 127,30 (75,80) 1,5 (0,5-2,5) 
Empagliflozina administrada com metformina 142,84 (78,95) 2,5 (2,5-3,5) 
NOTA: Cmáx.: concentração máxima, dado como média (desvio padrão) e Tmáx.: tempo máximo, 

























      No presente trabalho foi observado, a partir da revisão sistemática, que poucos 
métodos de quantificação da canagliflozina, dapagliflozina e empagliflozina 
disponibilizam informações suficientes para que os métodos possam ser 
reproduzidos. Além disso, não foram encontrados métodos que quantificassem 
simultaneamente nenhum desses inibidores de SGLT2 e metformina em plasma.  
      A primeira recomendação das diretrizes de órgãos de saúde sobre o tratamento 
com as gliflozinas, é o seu uso em conjunto com a metformina. Então, também é 
importante conhecer o comportamento desses medicamentos quando administrados 
conjuntamente. Porém, quando era preciso quantificar tanto as gliflozinas quanto a 
metformina em um estudo em plasma, mais de um método bioanalítico era 
necessário. 
      No entanto, a partir deste trabalho, um método seletivo, rápido e sensível à 
quantificação simultânea de metformina, canagliflozina, dapagliflozina e 
empagliflozina foi desenvolvido.  Ele foi validado de acordo com as diretrizes US-
FDA e ANVISA. A precipitação de proteínas plasmáticas com acetonitrila contendo 
0,1% de ácido fórmico proporcionou uma recuperação reprodutível e satisfatória 
para os analitos. Os dados obtidos com a validação demonstraram que o método é 
sensível, seletivo, linear, preciso, exato e livre de efeito residual e efeito matricial. 
Além disso, os analitos foram estáveis em todas as condições testadas, tanto em 
matriz quanto em solução. O método foi aplicado com sucesso a amostras de 
voluntários, a concentração dos analitos pode ser quantificada e as curvas 
farmacocinéticas determinadas. 
      O maior desafio para o desenvolvimento do método foi adequar os parâmetros 
bioanalíticos a todos os analitos. As gliflozinas e a metformina apresentaram 
comportamentos bastante distintos quanto ao processo de extração, cromatografia e 
ionização, assim, foi necessário desconsiderar parâmetros que seriam ideais para 
cada um dos analitos em detrimento dos parâmetros mais adequados para as 
substâncias em conjunto. Apesar disto, foi possível desenvolver um método de 
quantificação simultânea com confiabilidade nos resultados. Este trabalho provou 
ser possível a quantificação de substâncias através do monitoramento de íons 
adutados e também a validação de um método bioanalítico mesmo sem a utilização 
de padrão interno, o que corrobora para a redução de custos.             
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      Desta forma, o método desenvolvido é uma opção para redução de custos, de 
reagentes e de tempo de análise ao proporcionar a quantificação simultânea de 
quatro medicamentos diferentes. Ele pode ser utilizado no desenvolvimento de 
diversos estudos futuros, como os farmacocinéticos, de monitoramento terapêutico e 
de bioequivalência, sendo uma importante ferramenta capaz de contribuir para o 
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ANEXO 1. CONCENTRAÇÕES CORRESPONDENTES A METFORMINA EM PLASMA QUANDO 
ADMINISTRADA ISOLADAMENTE NOS VOLUNTÁRIOS 
Tempo de coleta (h) Concentração de medicamento (ng.mL
-1) Média Desvio padrão 
A B C D E 
0,5 369 141 133 IL 472 278,75 169,03 
1 510 345 402 304 1090 530,20 322,37 
1,5 279 575 856 679 1300 737,80 377,66 
2 429 754 920 925 1260 857,60 301,99 
2,5 492 928 785 740 1340 857,00 312,42 
3 647 1020 712 709 1340 885,60 292,74 
3,5 848 1040 633 712 1310 908,60 272,34 
4 830 985 661 735 1390 920,20 289,19 
5 952 1030 519 645 1020 833,20 235,52 
6 920 772 393 366 842 658,60 260,28 
8 531 539 214 299 429 402,40 143,26 
12 198 167 105 103 146 143,80 40,78 
24 IL IL IL IL IL     
NOTA: IL: inferior ao limite inferior de quantificação, A, B, C,D e E: voluntários. 
FONTE: O autor (2018). 
 
 
ANEXO 2. CONCENTRAÇÕES CORRESPONDENTES A METFORMINA EM PLASMA QUANDO 
ADMINISTRADA COM A CANAGLIFLOZINA NOS VOLUNTÁRIOS 
Tempo de coleta (h) Concentração de medicamento (ng.mL
-1) Média Desvio padrão 
A B C D E 
0,5 592 74,9 103 109 189 213,58 215,76 
1 1280 206 853 371 333 608,60 448,61 
1,5 1920 354 888 502 609 854,60 626,79 
2 1740 385 876 655 783 887,80 510,97 
2,5 1510 564 991 756 995 963,20 354,64 
3 1250 722 922 785 1070 949,80 214,70 
3,5 1010 765 923 764 991 890,60 119,57 
4 918 773 956 897 1000 908,80 85,46 
5 725 881 846 839 924 843,00 74,08 
6 493 821 726 653 800 698,60 132,63 
8 314 498 431 367 548 431,60 94,82 
12 86 172 143 137 254 158,40 61,77 
24 IL IL IL 26,4 60,8 43,60 24,32 
NOTA: IL: inferior ao limite inferior de quantificação, A, B, C,D e E: voluntários. 







ANEXO 3. CONCENTRAÇÕES CORRESPONDENTES A METFORMINA EM PLASMA QUANDO 
ADMINISTRADA COM A DAPAGLIFLOZINA NOS VOLUNTÁRIOS 
Tempo de coleta (h) Concentração de medicamento (ng.mL
-1) Média Desvio padrão 
A B C D E 
0,5 636 141 87,2 21,4 145 206,12 245,48 
1 1070 205 409 69,8 579 466,56 389,21 
1,5 1040 376 730 326 1310 756,40 423,54 
2 1380 827 1210 665 1570 1130,40 377,67 
2,5 1540 1110 1250 935 1560 1279,00 271,49 
3 1430 1340 1170 848 1550 1267,60 272,47 
3,5 1360 1400 1070 953 1350 1226,60 201,54 
4 1270 1460 938 1040 1320 1205,60 212,71 
5 1110 1340 728 1190 1010 1075,60 228,75 
6 823 1280 531 953 777 872,80 274,19 
8 419 799 329 550 350 489,40 193,42 
12 176 231 97,9 238 131 174,78 61,21 
24 IL IL IL 40,8 18 29,40 16,12 
NOTA: IL: inferior ao limite inferior de quantificação, A, B, C,D e E: voluntários. 
FONTE: O autor (2018). 
 
 
ANEXO 4. CONCENTRAÇÕES CORRESPONDENTES A METFORMINA EM PLASMA QUANDO 
ADMINISTRADA COM A EMPAGLIFLOZINA NOS VOLUNTÁRIOS 
Tempo de coleta (h) Concentração de medicamento (ng.mL
-1) Média Desvio padrão 
A B C D E 
0,5 361 236 57,3 IL 477 282,83 179,69 
1 823 318 450 164 939 538,80 330,92 
1,5 805 484 664 513 1070 707,20 240,10 
2 779 712 948 900 1110 889,80 154,81 
2,5 903 795 868 890 1210 933,20 160,27 
3 878 919 946 1000 1140 976,60 101,52 
3,5 979 894 752 1090 1360 1015,00 229,00 
4 1010 1080 722 1130 1040 996,40 159,86 
5 896 1150 537 945 875 880,60 220,82 
6 774 900 398 808 593 694,60 199,78 
8 425 531 184 432 382 390,80 127,83 
12 187 150 53,2 153 155 139,64 50,59 
24 16,6 IL IL IL 27,5 22,05 7,71 
NOTA: IL: inferior ao limite inferior de quantificação, A, B, C,D e E: voluntários. 







ANEXO 5. CONCENTRAÇÕES CORRESPONDENTES A CANAGLIFLOZINA EM PLASMA 
QUANDO ADMINISTRADA COM A METFORMINA NOS VOLUNTÁRIOS 
Tempo de coleta (h) Concentração de medicamento (ng.mL
-1) Média Desvio padrão 
A B C D E 
0,5 437 1160 453 221 572 568,60 354,00 
1 1160 1110 522 395 843 806,00 342,30 
1,5 1110 1350 428 459 978 865,00 407,38 
2 1230 1330 338 436 825 831,80 449,25 
2,5 1100 999 339 381 686 701,00 347,01 
3 957 795 295 341 784 634,40 297,29 
3,5 961 708 250 285 623 565,40 299,27 
4 950 571 259 270 540 518,00 282,18 
5 854 592 207 196 367 443,20 280,00 
6 768 536 185 173 318 396,00 254,12 
8 510 377 157 145 278 293,40 153,92 
12 265 203 92,5 84,9 143 157,68 76,37 
24 63,2 55,8 47,6 33,2 47,7 49,50 11,18 
NOTA: IL: inferior ao limite inferior de quantificação, A, B, C,D e E: voluntários. 
FONTE: O autor (2018). 
 
 
ANEXO 6. CONCENTRAÇÕES CORRESPONDENTES A DAPAGLIFLOZINA EM PLASMA 
QUANDO ADMINISTRADA COM A METFORMINA NOS VOLUNTÁRIOS 
Tempo de coleta (h) Concentração de medicamento (ng.mL
-1) Média Desvio padrão 
A B C D E 
0,5 146 192 IL IL 43,9 127,30 75,80 
1 95,5 84,1 67,7 IL 63,6 77,73 14,79 
1,5 83,2 64,9 119 16,3 87,1 74,10 37,73 
2 56,5 45,4 110 68 79,6 71,90 24,83 
2,5 49,6 40,3 92,7 81,1 56,6 64,06 22,02 
3 47,9 31,7 58 60,6 47,7 49,18 11,38 
3,5 41,7 23,9 50,7 38,8 40,8 39,18 9,69 
4 36,6 21,4 40,7 33,9 25,9 31,70 7,90 
5 29 14,2 29,4 23 20,8 23,28 6,30 
6 14,9 14,8 18,4 17,9 11,9 15,58 2,64 
8 11,3 13,2 17,9 15,7 10,5 13,72 3,08 
12 IL IL 11,8 IL 10,5 11,15 0,92 
24 IL IL IL IL IL     
NOTA: IL: inferior ao limite inferior de quantificação, A, B, C,D e E: voluntários. 







ANEXO 7. CONCENTRAÇÕES CORRESPONDENTES A EMPAGLIFLOZINA EM PLASMA 
QUANDO ADMINISTRADA COM A METFORMINA NOS VOLUNTÁRIOS 
Tempo de coleta (h) Concentração de medicamento (ng.mL
-1) Média Desvio padrão 
A B C D E 
0,5 41,2 IL IL IL 108 74,60 47,23 
1 120 4,91 95,3 29,5 107 71,34 50,93 
1,5 133 11,2 107 57 131 87,84 52,66 
2 89,6 39,3 104 78,2 121 86,42 30,83 
2,5 144 61,7 86,2 122 141 110,98 35,90 
3 121 60,1 102 116 131 106,02 27,72 
3,5 112 98,8 281 89,4 133 142,84 78,95 
4 92,6 97,7 94,8 68,3 111 92,88 15,49 
5 88,9 91,1 73,4 75,6 95,4 84,88 9,79 
6 76,8 82,3 55,8 59,9 61,3 67,22 11,60 
8 55,7 59,5 22,8 46,9 42,5 45,48 14,37 
12 32,2 28,9 IL 19,7 22,5 25,83 5,73 
24 IL IL IL IL IL     
NOTA: IL: inferior ao limite inferior de quantificação, A, B, C,D e E: voluntários. 
FONTE: O autor (2018). 
 
